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 La nistatina es un principio activo con un extenso recorrido en el tratamiento de 
infecciones fúngicas, puesto que su descubrimiento se remonta a mediados del siglo XX 
(Chemical Heritage Foundation, 2016). De eficacia antifúngica reconocida y amplio 
uso, este polieno se ha visto relegado a un segundo plano tras el hallazgo y el desarrollo 
de la investigación de otro compuesto de la misma familia, Anfotericina B, con utilidad 
y aplicación en terapia sistémica (Lorenzo, P. et al, 2012). Nistatina no puede emplearse 
en perfusión intramuscular ni intravenosa debido a la toxicidad intrínseca que presenta, 
por lo que su uso principal se centra en el tratamiento de micosis superficiales de piel y 
de mucosas, debido a su escasa penetración por la piel (Thomson/Micromedex., 2006). 
La falta de penetración por la piel y la escasa absorción sistémica por vía oral, 
consecuencia directa de su baja solubilidad acuosa (Remington, JP. y Gennaro, AR., 
2000), hacen que sea un fármaco con un perfil de seguridad muy elevado y de gran 
utilidad en el abordaje de micosis superficiales. Sin embargo, este principio activo sólo 
se presenta en 4 medicamentos autorizados en el mercado farmacéutico español: 3 de 
ellos son cremas de uso tópico en combinación con corticoides y antibióticos, y sólo 
existe una formulación utilizada para el tratamiento de mucositis orales por hongos, 
Mycostatin
®
. Fue gracias a este medicamento comercializado por lo que se despertó el 
interés inicial que ha concluido en esta tesis doctoral: existe una demanda creciente de 
este tratamiento en oficina de farmacia, como consecuencia de la aparición de 
candidiasis orofaríngea en pacientes inmunodeprimidos o en tratamiento oncológico, en 
pacientes usuarios de inhaladores con corticoide, tras tratamientos antibacterianos de 
amplio espectro… El problema que presenta Mycostatin® es su baja estabilidad, ya que 
según específica el fabricante, Bristol Myers Squib, debe desecharse después de 7 días 
tras su apertura. Como comprobé durante mi estancia científica en el hospital Virgen de 
la Salud de Toledo, hay un gran número de dosis que se desechan con motivo de esta 
baja estabilidad. Así, la mejora de la estabilidad de la suspensión fue el motivo inicial 
que nos llevó a plantear este trabajo, basándonos en trabajos previos de estabilización 
mediante micelas (Mobasheri, M. et al, 2015) o con la elaboración de una dispersión 
sólida con lactosa y goma xantán (Arch Sakeer, K. et al, 2010). 
Sin embargo, también planteamos la eficacia de nistatina en la prevención de la 
formación de biopelículas sobre catéteres o dispositivos de uso clínico en pacientes 
intubados. Trabajos previos (Cruciani, M. et al, 2005) nos hicieron descubrir la utilidad 
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de nistatina como abordaje preventivo de la formación de biopelículas fúngicas por 
Candida albicans. De hecho, estos trabajos presentan a nuestro fármaco como un 
modelo de eficacia y bajo coste, al compararlo con anfotericina B, frente al cual, 
además, han aparecido resistencias (Boucherit-Atmani, Z. et al, 2011). Por ello, 
nistatina es el fármaco de elección en muchas unidades de cuidados intensivos de 
distintos hospitales españoles, como prevención en la formación de biopelículas. 
Con estas dos premisas iniciales, realizamos el desarrollo de dos formulaciones: un 
sistema micelar con desoxicolato de sodio, tensoactivo que también se ha utilizado para 
estabilizar y potenciar la eficacia de anfotericina B (Gangadhar, KN. et al, 2014); y una 
dispersión sólida con un excipiente inerte, versátil y de fácil manejo, como son las 
maltodextrinas. Durante todo el periodo de investigación en el Departamento de 
Farmacia Galénica y Tecnología Alimentaria, hemos completado el diseño de la 
formulación mediante un abordaje fármaco-tecnológico, utilizando técnicas como la 
microscopía electrónica de barrido, la calorimetría diferencial de barrido, la difracción 
de rayos X y estudios in vitro de cesión. Para los ensayos de actividad microbiológica se 
ha utilizado una cepa específica de Candida albicans, cedida por el Departamento de 
Microbiología de la facultad de Farmacia de la UCM. La colaboración entre ambos 
departamentos en la búsqueda de tratamientos antifúngicos que presenten beneficios o 
ventajas es una constante en distintos proyectos de investigación. Por último, decidimos 
completar el trabajo de caracterización con un ensayo en voluntarios sanos, para 
determinar la permanencia del fármaco en la superficie mucosa. Con estos datos, 




Aunque el trabajo de esta tesis doctoral se presenta ante comisión de Doctorado para su 
defensa, creo firmemente que la línea de investigación de nistatina debe continuar 
investigándose y ensayándose sola o en asociaciones con pre y probióticos para mejorar 
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Desarrollo galénico de nuevas formulaciones de nistatina para uso en candidiasis 
oral 
Introducción y objetivos: 
 La infección de la mucosa oral por Candida albicans es una patología creciente 
a nivel mundial debido al gran número de pacientes inmunodeprimidos, hospitalizados 
de larga duración o que requieren dispositivos de uso clínico. Aunque en pacientes 
sanos, estas infecciones suelen ser autolimitantes, en pacientes con el sistema inmune 
comprometido pueden llegar a constituir un grave problema de salud debido a la 
capacidad de desarrollar resistencias, la dificultad en el manejo de la infección y la 
formación de biopelículas por parte del hongo, que impiden la penetración del 
compuesto antifúngico. De hecho, estas biopelículas son un factor de mal pronóstico en 
enfermos intubados o cateterizados. Nistatina, un antifúngico polieno muy conocido, 
con un adecuado perfil de actividad antifúngica y asequible económicamente ha 
demostrado tener capacidad inhibitoria del desarrollo de estas biopelículas y puede 
constituir una excelente elección como tratamiento de la candidiasis oral. Sin embargo, 
su baja solubilidad acuosa, la reducida estabilidad que presenta en suspensión y la 
tendencia a la agregación y formación de compuestos cristalinos hacen que su uso se 
vea limitado. Así, los objetivos y el planteamiento para la realización de esta tesis 
doctoral serían los siguientes:  
1- Desarrollo de una formulación de nistatina que permita el tratamiento de la 
candidiasis orofaríngea y la inhibición de la formación de biopelículas fúngicas 
sobre catéteres e instrumentos de intubación, aplicando estrategias de 
solubilización mediante micelas con tensoactivos o la elaboración de 
dispersiones sólidas.  
2- Optimización de mejoras en la solubilidad y en la tendencia a la agregación 
de la nistatina, con el fin de aumentar la eficacia en el tratamiento de infecciones 
fúngicas y que pueda ser una alternativa útil como tratamiento y profilaxis de la 
formación de biopelículas producidas por Candida albicans.  
 
Síntesis y resultados: 
 Tras un estudio de preformulación, en el que se evaluaron el tamaño de partícula 
de nistatina y la actividad antifúngica, de sistemas micelares con un tensoactivo no 




farmacotécnicos de los sistemas micelares con desoxicolato de sodio en proporción 
1:0,8, ya que presentaba mejores propiedades. Así, mediante técnicas analíticas de 
caracterización fármacotécnica, como microscopía electrónica de barrido, calorimetría 
diferencial de barrido y difracción de rayos X, se evidenció la reducción de la 
cristalinidad y la agregación de nistatina, lo que se tradujo en un importante aumento de 
la actividad antifúngica y preventiva de la formación de biopelículas. 
En el desarrollo de la dispersión sólida, se utilizaron maltodextrinas como excipiente 
debido a su carácter inerte, versatilidad, fácil manejo y excelentes propiedades 
hidrosolubles, en proporción 1:6 de nistatina: maltodextrina. Los ensayos de 
caracterización de las dispersiones sólidas, con las mismas técnicas analíticas, 
determinaron la formación de una matriz polimérica de excipiente capaz de englobar en 
su interior los cristales de nistatina, originando un importante descenso de la 
cristalinidad de la formulación y adquiriendo una estructura prácticamente amorfa. Esta 
modificación de las características se tradujo en una mejora significativa de la actividad 
antifúngica y de la acción preventiva de formación de biopelículas. Por último, se 
realizó un ensayo de cesión en aparato de disolución con estas dispersiones sólidas, con 
el fin de calcular la cantidad de nistatina retenida en una celda de cesión, y un ensayo in 
vivo mediante enjuagues en voluntarios sanos con geles formulados con la dispersión 
sólida, para valorar la cantidad de nistatina retenida en la cavidad oral. Aunque los 
resultados fueron notablemente satisfactorios para las dispersiones sólidas, no fue 
posible realizar la correlación entre estos ensayos. 
Tanto los sistemas micelares como las dispersiones sólidas obtuvieron resultados 
positivos en todos los ensayos realizados; sin embargo, estas últimas mostraron un perfil 
mucho más idóneo al presentar mayor significancia en las diferencias. El estudio 
comparativo de ambas formulaciones puso de relieve estos datos. 
 
Conclusiones: 
 Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral se resumen en: la 
infrautilización de la nistatina como principio activo para el tratamiento de infecciones 
fúngicas de la cavidad oral por los problemas fármacotécnicos que presenta;  el 
desoxicolato de sodio permite obtener sistemas micelares con nistatina en los que existe 
una población de partículas con un tamaño menor y más homogéneo (90% de la 
población menor de 200 nm), con baja tendencia a la aglomeración y cristalinidad 




adhesión y formación de biopelículas del 40%; el desarrollo de una dispersión solida 
con maltodextrinas permite obtener una estructura prácticamente amorfa y con una 
cristalinidad muy baja, mejorándose la palatabilidad en la administración a pacientes, 
alcanzando un nivel óptimo de actividad antifúngica, con una reducción de la adhesión 
y la formación de biopelículas por encima del 83%; por último, los estudios de cesión a 
partir de geles de dispersión sólida mostraron que no se forman agregados durante la 
cesión, lo que permite alcanzar concentraciones inhibitorias adecuadas en la cavidad 
oral. Se necesita un desarrollo más prolongado y nuevas investigaciones para poder 
correlacionar los ensayos in vitro con los resultados in vivo. En futuros estudios, debería 
valorarse la combinación de estas formulaciones de nistatina con probióticos y 
prebióticos, con el fin de repoblar la microbiota orofaríngea. 
 





Pharmacotechnical development of new formulations of nystatin for use in oral 
candidiasis 
Introduction and objectives: 
 The infection of the oral mucosa by Candida albicans is a growing pathology 
worldwide due to the large number of immunosuppressed patients, long-term 
hospitalizations or patients requiring clinical devices. Although in healthy patients, 
these infections are usually self-limiting, in patients with compromised immune system 
can become a serious problem because of the ability to develop resistances, the 
difficulty in handling the infection and the formation of biofilms by the fungus, which 
prevent the penetration of the antifungal compound. In fact, these biofilms are a factor 
of poor prognosis in intubated or catheterized patients. Nystatin, a well-known polyene 
antifungal, with an adequate profile of antifungal activity and economically available, 
has an inhibitory effect for the development of these biofilms and can be an excellent 
choice as a treatment for oral candidiasis. However, its low solubility, inadequate 
stability in suspension and tendency to aggregation and formation of crystalline 
compounds, avoid a more significante use. Therefore, the objectives and the approach 
for the realization of this doctoral thesis would be the following: 
 1- Development of a formulation of nystatin to treat oral candidiasis and to 
inhibit the formation of fungal biofilms on catheters and intubation instruments. 
Strategies such as solubilization by micelles with surfactants and the formation of solids 
dispersions will be carried out. 
 2- Optimization of improvements in the solubility and aggregation state of 
nystatin, in order to increase its effectiveness in the treatment of fungal infections. It 
may be a useful alternative as the treatment and prophylaxis of the formation of 
biofilms produced by Candida albicans. 
 
Investigations and results: 
 As surfactants are compounds that stabilize suspensions of poorly water-
soluble drugs by the formation of micelles, a preformulation study evaluated nystatin 
particle size and antifungal activity of micellar systems with a nonionic surfactant 
(labrasol) and anionic surfactant (sodium deoxycholate). Pharmacotechnical tests were 
carried out over micellar systems with sodium deoxycholate in a 1: 0.8 ratio, as it 




characterization, such as scanning electron microscopy, differential scanning 
calorimetry and X-ray powder diffraction, reduction of crystallinity and nystatin 
aggregation were evidenced. These facts explained the important increase in antifungal 
activity and preventive action of biofilm formation. 
On the other hand, the development of solid dispersions was carried out using 
maltodextrins in a 1: 6 ratio (nystatin:maltodextrin). This excipient showed an inert 
character, versatility, easy handling and excellent water-soluble properties. The same 
analytical techniques were used in solid dispersions characterization tests. The 
formation of an excipient polymer matrix capable of enclosing nystatin crystals was 
determined. This matrix changed nystatin structure, showing an amorphous profile and 
significantly decreased the crystallinity of the formulation. These facts resulted in a 
significant improvement of the antifungal activity and the preventive action of biofilm 
formation. Finally, an assignment test was carried out in dissolution apparatus with 
solid dispersions, in order to calculate the amount of retained nystatin in the transfer 
cell; and an in vivo test by rinsing in healthy volunteers with gels formulated with the 
solid dispersion, to assess the adhesion of nystatin in the oral cavity. Although the 
results were remarkably satisfactory for solid dispersions, it was not possible to perform 
a correlation between in vitro and in vivo assays. 
Both micellar systems and solid dispersions showed positive results in all tests carried 
out. However, solid dispersions showed a much better profile as they presented greater 




 The conclusions of this work are here summarized. Pharmacotechnical 
problems of nystatin explain the lack of use of nystatin as an active principle for the 
treatment of fungal infections of the oral cavity. Sodium deoxycholate’ micellar systems 
with nystatin showed a population of particles with a smaller and more homogeneous 
size (90% of the population smaller than 200 nm), a low tendency to agglomeration and 
reduced crystallinity. These facts explain the increase of antifungal activity and the 
reduction of the adhesion and formation of biofilms of 40%. The development of a solid 
dispersion with maltodextrins allows obtaining a practically amorphous structure with 
very low crystallinity. These changes in structure improved the palatability in oral 




reduction of the adhesion and the formation of biofilms by over 83%. The studies of 
assignment from solid dispersion’s gels showed that no nystatin aggregates are formed 
during the process, which allows reaching adequate inhibitory concentrations in the oral 
cavity. Long-term development and new research are needed to correlate in vitro tests 
with in vivo results. Further studies should evaluate the combination of these 


































































Las infecciones provocadas por hongos levaduriformes han adquirido 
gran relevancia en las últimas décadas, constituyendo una causa importante de 
morbilidad y mortalidad en medio hospitalario (Suleyman, G. y Alangaden, GJ., 
2016). Aparecen con elevada frecuencia en pacientes inmunocomprometidos, 
pacientes que requieren hospitalización prolongada y aquellos a los que se les 
practican técnicas diagnósticas, terapéuticas o de alimentación invasivas 
(García-Martos, P. et al., 2001). La mayor parte de los diagnósticos de éstas 
infecciones se realizan en enfermos intubados o cateterizados en Unidades de 
Cuidados Intensivos, tratados con antibióticos de amplio espectro o en pacientes 
hemodializados o sometidos a nutrición parenteral (Gurguí, M. y Cuenca-
Estrella, M., 2008). 
Dichos hongos se encuentran de forma muy ubicua en el organismo, 
formando parte de la microbiota de piel, mucosas y tracto digestivo (da Silva 
Dantas, A. et al, 2016). Generalmente, se encuentran como comensales, 
compartiendo nicho con otros microorganismos; sin embargo, pueden dar lugar a 
sintomatología como consecuencia de un proceso de colonización por un 
descenso de la cantidad o el tipo de microorganismos no patógenos (que se 
encuentran formando parte de nuestra microbiota autóctona) o tras una infección 
de etiología fúngica. Se ha podido comprobar que las superficies de la mucosa 
oral, vaginal e intestinal sana, pueden llegar a albergar poblaciones de hongos de 
tamaño considerable sin que aparezca ningún síntoma de la enfermedad (Noble, 
SM. et al, 2017). Cuando se produce una deficiencia o descenso en los 
mecanismos de defensa del organismo por diversas causas como debilidad, 
desnutrición o ciertas patologías como la leucemia aguda o la descompensación 
en la cualitativa o cuantitativa de la microbiota normal, como resultado de la 
administración de antibióticos de amplio espectro o como consecuencia de otros 
procesos patológicos, estos hongos pueden causar infecciones características que 
pueden ser bastante graves e incluso poner en peligro la vida del paciente  
(Pardi, G. y Cardozo, EI., 2002).  
Las infecciones por hongos constituyen uno de los mayores problemas de salud 
a nivel mundial (Ng, KP. et al, 2015). La similitud entre los signos y síntomas 
que producen las infecciones fúngicas, hacen que sean difíciles de distinguir 




una caracterización mediante cultivos in vitro, en ocasiones irrealizable (Yehia, 
MA. et al, 2010).   
Entre estos hongos levaduriformes, las especies del género Candida son los 
principales patógenos humanos, destacando Candida albicans. Sin embargo, 
desde hace unos años se han descrito otros patógenos emergentes (Leite de 
Andrade, MC., et al, 2017; Marcos-Zambrano, LJ. et al, 2017; Paredes K. et al, 
2015; Colombo, AL. et al, 2017). Candida albicans es un eumiceto que 
pertenece al grupo de los hongos imperfectos: se encuentra prácticamente en 
condición de facultativamente patógeno, desde un estado de saprofitisimo 
simple, pasando por el comensalismo hasta la situación de patógeno (Webb, BC. 
et al, 1998; Rindum, JL. et al, 1994). Este hongo, se encuentra libre en la 
naturaleza, de donde es posible aislarlo. En el ser humano podemos encontrarlo 
como comensal en el tracto respiratorio, intestinal, y en mucosa vaginal y oral; 
también en los pliegues naturales de la piel, donde se acumula mayor humedad. 
(da Silva Dantas, A. et al, 2016). 
La infección suele originarse en superficie de piel o de mucosas. Esta 
infección se ve favorecida por la extensión de superficie colonizada y la 
densidad de población de Candida, la discontinuidad de la superficie de piel y 
mucosas, el empleo de antibióticos de amplio espectro, un elevado número de 
tratamientos antibióticos, duraciones de tratamiento prolongada, presencia de 
bacterias en sangre, nutrición parenteral y el tratamiento con corticoides u otras 
técnicas que disminuyan la actividad del sistema inmune. (Fernández Alonso, R. 
et al, 2005) (Pfaller, MA. y Diekema, DJ., 2005). La manifestación clínica de 
mayor relevancia que desencadena la colonización por Candida albicans es la 
infección de la mucosa de la cavidad oral. De hecho, la candidiasis orofaríngea 
es una patología muy extendida en todo el mundo (Pappas, PG. et al, 2009): la 
dificultad en el abordaje terapéutico de la misma, el desarrollo de resistencias 
farmacológicas por parte del agente etiológico y el hecho de que dicho patógeno 
se presente como oportunista constituyen importantes obstáculos a la hora de 
afrontar el tratamiento de los pacientes afectados por Candida. Además, debe 
añadirse la ubicuidad del hongo de forma natural en la microbiota de gran parte 
de la población (Rindum, JL. et al, 1994). La infección oral por Candida 
normalmente tiene carácter autolimitante, remitiendo cuando se restaura la 




inmunodeprimidos, trasplantados, ancianos o pacientes con tratamiento 
antibiótico crónico el hongo puede fortalecerse y cronificarse, complicando la 
patología. Otra característica que influye en la aparición de la candidiasis es la 
capacidad del hongo de formar biopelículas sobre diversos materiales 
dificultando la penetración de fármacos. Varios autores (Boucherit-Atmani, Z. et 
al, 2011) han relacionado la morbi-mortalidad de las infecciones por Candida 
con la capacidad para formar biopelículas. El problema añadido de estas 
biopelículas es, aparte del complicado abordaje intrínseco que conllevan, la 
dificultad que presenta, en algunos casos, la eliminación del catéter 
contaminado, requiriéndose condiciones moderadamente severas, como el 
empleo de ácido peracético (Quindós, G. et al, 1996).  
 Se ha evidenciado la relación entre muchas de las infecciones por 
Candida spp. y la formación de biopelículas sobre catéteres, prótesis dentales, 
válvulas cardiacas protésicas y otros dispositivos biomédicos (Sardi, JC. et al, 
2013). Las biopelículas son comunidades muy heterogéneas de microorganismos 
que se unen a superficies vivas o inertes, recubriéndose de una matriz 
extracelular de estructura polisacarídica, que forma un complejo tridimensional, 
con capacidad de resistencia frente a tratamientos con fármacos antimicrobianos 
y frente a los mecanismos de defensa del organismo hospedador. La formación 
de biopelículas es muy frecuente en dispositivos biomédicos que están en 
contacto con piel y/o mucosas (Kojic, EM. y Darouiche, RO., 2004), 
contaminándose dicho dispositivo como la causa principal de infecciones 
sistémicas. independientemente del material con que el catéter esté fabricado; si 
bien, ciertos materiales son más propensos a la adhesión del microorganismo 
(Troillet, N. et al, 1993). De hecho, el National Institutes of Health ha estimado 
que entre el 65% y el 80% de infecciones humanas son provocadas por 
biopelículas patógenas (Jamal, M. et al, 2018). 
Entre las especies de Candida, el patógeno formador de biopelículas más 
prevalente es Candida albicans, que puede provocar infecciones tanto 
superficiales como sistémicas. Otros microorganismos con un papel importante 
como patógenos formadores de biopelículas serían Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y 
Enterococcus faecalis (Kumar, A. et al, 2017). La causa de la infección es la 




hacia la punta, lo que contribuye a la colonización intraluminal del mismo. 
(Ramage, G. et al, 2005; Douglas, LJ., 2003). En estados avanzados, estos 
microorganismos, pueden provocar una septicemia al desprenderse y pasar a 
sangre (Jabra-Rizk, MA. et al, 2004; Niimi, M. et al, 2010).  
La colonización fúngica del catéter y la formación de la biopelícula que 
desemboca en micosis invasiva está considerada como un problema de salud 
muy grave (Enoch, DA. et al, 2017), ya que se relaciona con alta 
morbilidad/mortalidad, necesidad de tratamiento múltiple y mal pronóstico 
(Quindós, G. et al, 2009; Uppuluri, P. y Lopez-Ribot, JL., 2010; Uppuluri, P. et 
al, 2009). De hecho, varios estudios de cohortes (Cruciani, M. et al, 2005) 
demuestran la relación existente entre la morbi-mortalidad en pacientes 
hospitalizados por infección de Candida y la facilidad en la formación de 
biopelículas del hongo.  
La retirada del dispositivo contaminado es obligatoria debido a la resistencia de 
las biopelículas de Candida al tratamiento antifúngico convencional; esta 
retirada conlleva implicaciones serias e incluso arriesgadas para la vida del 
paciente. (Valentín A. et al, 2007; Hassan, F. et al, 2009; Venkatesh, M. et al, 
2009).  
La incidencia de las infecciones fúngicas superficiales y mucocutáneas 
no es despreciable (Pemán, J. y Salavert, M., 2013), incluso cuando la mayoría 
de ellas quede sin diagnosticar (Ministerio de Ciencia e Innovación, 2017). Ante 
el aumento y la gravedad que las infecciones hospitalarias de Candida 
conllevan, se están ensayando técnicas para evitar la formación de biopelículas 
en catéteres, tales como la modificación de la superficie del polímero (Xu, LC. y 
Siedleck, CA., 2011), el uso de combinaciones de antibióticos con agentes 
antisépticos (Raad, I. et al, 2011) o el empleo de polianilinas funcionalizadas 
(Gizdavic-Nikolaidis. M. et al, 2011).  Varios autores (Normand, S. et al, 2005) 
han señalado la posibilidad de llevar a cabo una profilaxis antibiótica con 
Nistatina para evitar la formación de biopelículas y reducir la peligrosidad de la 
infección por Candida. Uno de los principales inconvenientes del abordaje del 
tratamiento de estas infecciones es que el agente etiológico permanece 
inidentificado y se pauta un antifúngico de amplio espectro (Murray, P. et al, 
2006). Considerando el espectro antifúngico de los principales agentes utilizados 




frente a muchos de los tratamientos existentes, lo que resta eficacia al fármaco 
(Manzano, P. et al, 2008/). También debe considerarse el coste del tratamiento 
de las infecciones fúngicas. Según estudios farmacoeconómicos (Ou, HT. et al, 
2017) el gasto farmacéutico global ocasionado es muy amplio y el consumo de 
fármacos antifúngicos no ha parado de crecer en el mundo durante las últimas 
décadas, a lo que hay que sumar el riesgo añadido de aparición de resistencias 
(Maestre Vera, JR. y Alou Cervera, L., 2001). 
 Teniendo en cuenta la realidad actual de las infecciones fúngicas, 
planteamos el abordaje del tratamiento de la candidiasis orofaríngea y la 
prevención de la formación de biopelículas sobre dispositivos biomédicos. Se 
han desarrollado tratamientos antifúngicos de la candidiasis orofaríngea con 
distintos grupos de antifúngicos, entre los que destacan azoles, polienos y 
equinocandinas. Algunos estudios (Tobudic, S. et al, 2010) han demostrado que 
la combinación profiláctica de estos grupos evitaría la aparición de la infección. 
Nistatina puede constituir una adecuada elección de tratamiento (Normand, S. et 
al, 2005). Este fármaco es un polieno muy antiguo y conocido, con demostrada 
eficacia anti-Candida y económicamente muy asequible pero cuyos 
inconvenientes tecnológicos (baja solubilidad acuosa) y su toxicidad por vía 
parenteral han impedido el desarrollo de nuevas formulaciones con recursos 
tecnológicos novedosos. De hecho, actualmente en el mercado sólo existe una 
formulación de nistatina comercializada, que se presenta como una suspensión 
(Mycostatin ®) (Ficha técnica Mycostatin, AEMPS)  
 Por otra parte, se ha demostrado que la solubilización de nistatina en 
agua puede mejorar mediante la incorporación de tensoactivos (Croy, S. y 
Kwon, G., 2004) por un mecanismo de inclusión del fármaco en el interior de 
micelas. El tamaño de partícula de los agregados formados con estos 
tensoactivos será un índice básico para valorar la mejorar en la solubilidad de la 
nistatina. El empleo de tensoactivos favorecería la estabilidad de la suspensión 
prolongando su vida útil y aumentando su actividad antifúngica (Mobasheri, M. 
et al, 2015). Otra estrategia para mejorar la solubilidad de la nistatina y reducir 
el tamaño de partícula, ha sido el desarrollo de una dispersión sólida (Arch 
Sakeer, K. et al, 2010) con nistatina, utilizando un agente de adsorción en 
superficie, representado por lactosa y mezclas con goma xantán. La utilización 




agregación, combinados con agentes suspensores o bioadhesivos podrían tener 
un efecto potenciador de la actividad antifúngica de la nistatina en la prevención 
de la formación de biopelículas, como han descrito varios autores (Rowe, R. et 
al, 2009). 
 
Así, ciertos autores (Cruciani, M. et al, 2005) han puesto de manifiesto la 
eficacia profiláctica de la nistatina para evitar la formación de biopelículas sobre 
catéteres en pacientes con ventilación asistida en Unidad de Cuidados 
Intensivos. En comparación con tratamientos con Amfotericina B, ante los que 
han aparecido resistencias (Boucherit-Atmani, Z. et al, 2011), el empleo de 
nistatina redujo significativamente la mortalidad por infección post-Candida. El 
estudio presentó este principio activo como un modelo de eficacia y bajo coste 
para el tratamiento de infecciones y biopelículas producidas por distintas 


















































OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO 
41 
 
II. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO. 
 
2.1 Objetivos: 
Los objetivos de este trabajo doctoral quedan resumidos en: 
 Desarrollo de una formulación de nistatina que permita el tratamiento de 
la candidiasis orofaríngea y la inhibición de la formación de biopelículas 
fúngicas sobre catéteres e instrumentos de intubación, aplicando estrategias de 
solubilización mediante micelas con tensoactivos o la elaboración de 
dispersiones sólidas.  
 Optimización de mejoras en la solubilidad y en la tendencia a la 
agregación de la nistatina, con el fin de aumentar la eficacia de la nistatina en el 
tratamiento de infecciones fúngicas y que pueda ser una alternativa útil como 
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2.2 Planteamiento  
Para la consecución de este trabajo se siguieron las siguientes etapas: 
 
1- Desarrollo galénico de formulaciones de nistatina con tensoactivos 
como desoxicolato de sodio, labrasol y mezclas de ambos. 
Caracterización fármaco técnica de estas formulaciones. Determinación 
de su cristalinidad y tamaño de partícula. 
 
2- Estudios de las formulaciones de nistatina con desoxicolato de sodio 
en la actividad microbiológica y en el efecto preventivo en la formación 
de biopelículas sobre dispositivos de usos clínico. 
 
3- Desarrollo galénico de dispersiones sólidas de nistatina con 
maltodextrinas. Caracterización de estas formulaciones. Determinación 
de su cristalinidad y tendencia a la agregación. 
 
4- Evaluación de la actividad antifúngica y la acción preventiva de la 
formación de biopelículas sobre dispositivos de uso clínico de la 
dispersión sólida de nistatina con maltodextrinas. 
 
5- Ensayo de cesión in vitro de las dispersiones solidas seleccionadas en 
un gel de carboximetilcelulosa al 1,5%. Determinación de las cantidades 
liberadas al medio o retenidas en la celda de esta formulación frente a 
una suspensión acuosa. 
 
6- Ensayo de cesión in vivo en voluntarios sanos de una formulación tipo 
gel para enjuague oral de dispersiones sólidas de nistatina con 
maltodextrinas, comparada con una formulación control de nistatina en 























































3.1.1 Descripción:  
La nistatina es un antibiótico muy antiguo, de eficacia antifúngica 
reconocida y con un perfil de seguridad adecuado para su manejo en el abordaje 
de candidiasis orofaríngea (Lorenzo, P. et al, 2012). Es un antifúngico del grupo 
de los polienos y se presenta como un polvo amarillento o débilmente parduzco, 
de carácter higroscópico. Este fármaco se aísla de cultivos de Streptomyces 
noursei, un actinomiceto del suelo muy ubicuo (Skerman, VBD. et al, 1980). 
Fue descubierta en 1948 por Rachel Brown y Elizabeth Hazen (Chemical 
Heritage Foundation, 2016), dos investigadoras norteamericanas que aunaron 
esfuerzos en el desarrollo de un nuevo fármaco fungicida. Hazen cultivaba 
microorganismos de muestras del suelo y comprobaba su acción in vitro contra 
los hongos Candida albicans y Cryptococcus neoformans (patógenos que causan 
enfermedades muy graves); si había actividad enviaba el cultivo a Brown quien 
aislaba, identificaba, caracterizaba y purificaba el compuesto activo. Así, tras el 
cultivo de Streptomyces noursei, se aisló una sustancia con gran actividad 
antifúngica a la que calificaron como Nistatina (nystatin) en honor a su centro de 
trabajo (New York State Healthcare Centre) (Hazen, EL. y Brown, R., 1951). 
Esta molécula fue aprobada por la FDA en 1954 y lograron la patente el 25 de 
junio de 1957. (National Inventors' Hall of Fame, 1994; Sedeño EP., 2012). 
Nistatina se presenta como un sólido pulverulento higroscópico de color 
oscilante entre amarillo y tostado claro, con olor que recuerda a cereales. 
Sensible a exposición prolongada a luz, calor o aire. A partir de los 160ºC, se 
descompone gradualmente (Remington, JP. y Gennaro, AR., 2000). Se mide en 
unidades internacionales, variando según la pureza del principio activo con un 
rango de entre 3000 - 4400 unidades internacionales (UI) que corresponderían a 








3.1.2 Estructura química  
La nistatina es el ácido 
(¨1S,15S,16R,17R,18S,19E,21E,25E,27E,29E,31E¨) -33-[ (¨2S,3S,4S,5S,6R¨) -
4- amino- 3,5-dihidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi-1,3,4,7,9,11,17,37-oictahidroxi-
15,16,18-trimetil-13-oxo-14,39dioxalbiciclo[33.3.1]nonatriaconta-
19,21,25,27,29,31-hexaeno-36-carboxílico (Ferner, R., 1996; National Center 
for Biotechnology Information, 2019). 
Su fórmula química es C47H75NO17 y se caracteriza por poseer una cadena 
macrocíclica de 46 átomos de carbono, con cuatro grupos metilo, un 
aminoazúcar (la micosamina, que es una hexosamina) y seis dobles enlaces. 
Estos dobles enlaces hacen a la molécula sensible a la luz, el oxígeno y las 
alteraciones del pH (Lorenzo, P. et al, 2012). Presenta un peso molecular de 
alrededor de 926 (Ferner, R., 1996). 
 
 




3.1.3 Mecanismo de acción.  
 El mecanismo de acción de la nistatina es el propio de la familia de 
antifúngicos polienos a la que pertenece (en la que se encuentran otros principios 
activos como la Anfotericina B) (Ferner, R., 1996). Nistatina se une a los 
esteroles de las membranas celulares, desorganizando su configuración espacial, 
formando canales iónicos en la membrana que modifican la permeabilidad de la 
membrana con pérdida de aminoácidos, purinas e iones, alterando el 
metabolismo celular. Su selectividad radica en que tiene mayor afinidad por el 




(esterol de membranas celulares humanas) (McEvoy, GK., 2006). Sin embargo, 
al sí presentar capacidad de unión por colesterol, tiene una toxicidad demasiado 
alta para un uso sistémico (Schaffner, CP., 1984), ya que la integridad de 
membrana de unión de las células se deteriora, produciéndose la pérdida de 
potasio y otros contenidos intracelulares (Vázquez Martínez, D., 1971). 
Bacterias, virus y protozoos no presentan esteroles en sus membranas celulares, 
por lo que nistatina es ineficaz. 
Presenta generalmente actividad fungistática in vivo, pero puede tener actividad 
fungicida a concentraciones muy elevadas o frente a organismos 
extremadamente susceptibles. 
Durante los subcultivos repetidos a concentraciones crecientes de nistatina, 
Candida albicans no desarrolla resistencia a nistatina. Generalmente no se 


















3.1.4 Farmacocinética  
Prácticamente no presenta absorción por vía digestiva, salvo a dosis muy 
elevadas (Thomson/Micromedex., 2006). La administración tanto intramuscular 





o efectos tóxicos, por lo que se desaconseja su uso. Tampoco se absorbe aplicada 
sobre piel o mucosas. La poca cantidad que pueda absorberse se desactiva en un 




Nistatina es muy poco soluble en agua; prácticamente insoluble en 
alcohol, cloroformo, acetona y éter; ligeramente soluble en metanol y fácilmente 
soluble en dimetilformamida y dimetilsulfóxido. Una suspensión acuosa al 3 % 
presenta un pH entre 6,5 – 8,0, siendo estable cuando se calienta a 100 ºC 
durante 10 minutos, con un pH 7 o moderadamente alcalino, pero son lábiles a 
pH 9 y pH 2 (Remington, JP. y Gennaro, AR., 2000). 
Se han descrito los valores de solubilidad a 30ºC: 4mg/ml en agua; 1,2 
mg/ml en etanol; 11,2 mg/ml en metanol; 8,75 mg/ml en propilenglicol; 0,48 
mg/ml en cloroformo y derivados (Remington, JP. y Gennaro, AR., 2000). 
  
 
3.1.6. Espectro antimicrobiano. 
El espectro de acción de nistatina es más reducido que el de otros 
antifúngicos de la misma familia, como la Anfotericina B; presentando actividad 
casi exclusivamente frente a Candida spp. y Cryptococcus. Por su mecanismo de 
acción, es ineficaz frente a bacterias, virus y protozoos. En la tabla 1 se recogen 
los rangos y medias geométricas de la concentración mínima inhibitoria frente a 
especies de Candida (Prieto Santa Anna, LM., et al, 2010). 
Existen estudios in vitro que han demostrado su actividad frente a otras especies 













Tabla 1. CMI y medias geométricas de Nistatina frente a diferentes especies de Candida 
 
 
3.1.7 Indicaciones  
La nistatina está indicada en infecciones cutáneas y de las mucosas 
originadas por la especie de hongo Candida albicans y las producidas por el 
género Cryptococcus. 
Aunque en el laboratorio muestra efectividad sobre varios tipos de hongos que 
pueden afectar a la piel humana, su escasa capacidad de penetración en la piel la 
hacen ineficaz en la práctica diaria (Thomson/Micromedex., 2006).  
También se puede usar de manera preventiva en pacientes diabéticos, 
inmunodeficientes, en tratamiento con corticoides y sobre todo en pacientes 
tratados con antibióticos que estén en riesgo de desarrollar una infección 
oportunista por hongos. 
El uso local en piel y mucosas que presenten infección por Candida presenta un 
elevado perfil de seguridad con poca incidencia de efectos adversos y, debido a 
su escasa absorción digestiva, no presenta toxicidad sistémica a las dosis 
terapéuticas habituales. 
Se ha demostrado su eficacia en el tratamiento de infecciones vaginales frente a 
diferentes especies de Candida, siendo significativamente más elevada y 
comparada a tratamientos con fluconazol para infecciones producidas por C. 
albicans (Martins, HP., et al, 2012). 
También se ha descrito la utilidad de nistatina con efecto profiláctico y 
preventivo de infecciones en pacientes intubados sometidos a intervención 
neuroquirúrgica (Ceccarelli, G. et al, 2013) y en neonatos de bajo peso con 
presencia de catéteres para nutrición enteral, donde demostró igual eficacia 
Grupos de estudio Especies aisladas Nistatina (CMI) 
Rango (µg/ml) MG (µg/ml) 
Pretratamientos C.albicans 0.5-2 1,196 
Candida spp. 1 1 
Postratamientos C.albicans 0,5-2 1,389 
C. farnata 2 2 
C. guilliermondii 1 1 
C. lusitanie 1 1 




respecto al tratamiento con fluconazol sin aparición de efectos adversos 
reseñables (Al-Alaiyan, S., 2012). 
 
3.1.8 Posología:   
 Los datos posológicos fueron extraídos de la monografía de nistatina de 
la Real Farmacopea Española (AEMPS, 2015) y vienen expresados en Unidades 
Internacionales de nistatina. En esta monografía también se recogen datos 
posológicos de nistatina para el tratamiento de candidiasis intestinal, pero al no 
ser objeto de nuestro estudio no se reflejan aquí. 
 
Candidiasis orofaríngea 
Adultos y niños mayores de 1 año: 250.000 U.I. – 500.000 U.I. cada 6-12 horas. 
Lactantes: 250.000 U.I. cada 6 horas. 
Recién nacidos y lactantes con bajo peso al nacer: 100.000 U.I. cada 6 horas. 
 
3.1.9 Especificaciones de farmacopea (RFE, AEMPS, 2015): 
La Real Farmacopea Española recoge varios ensayos que este principio 
activo debe cumplir para que su uso sea admitido. 
Ensayos recogidos en RFE: 
- Absorbancia: disolver 0,10 g de la sustancia a examinar en una 
mezcla de 5,0 ml de ácido acético glacial R y 50 ml de metanol R y 
diluir hasta 100,0 ml con metanol R. Diluir 1,0 ml de esta disolución 
hasta 100 ml con metanol R. Medida en el máximo a 306 nm, antes 
de que transcurran 30 min de su preparación, la disolución debe 
presentar una absorbancia no menor de 0,60. 
- Riqueza: utilizando Cromatografía de líquidos, el ensayo debe 
realizarse protegido de la luz. 
- Metales pesados: como máximo 20 ppm.  
- Pérdida por desecación: como máximo 5,0 %, determinado en 1000 g 
de la sustancia a examinar mediante desecación a 60 ºC sobre 
pentóxido de difósforo R, a una presión no superior a 0,1 kPa durante 
3h. 
- Cenizas sulfúricas: como máximo 3,5 % determinadas en 1,0 g de la 








Debido a sus propiedades farmacocinéticas y a su nula absorción 
sistémica, nistatina se utiliza exclusivamente en formulaciones para uso local, 
tanto en piel como en mucosas. Sin embargo, a pesar de ser un principio activo 
seguro, eficaz y económicamente muy asequible, no ha sido muy utilizado 
industrialmente debido a los problemas farmacotécnicos y de solubilidad que 
presenta. 
De hecho, en la actualidad, en nuestro país existen únicamente 4 formulaciones 
comercializadas que contienen Nistatina como principio activo: 3 para uso 
tópico y sólo una para tratamiento de candidiasis oral e intestinal. El interés de 
este estudio se centra, en la formulación en suspensión oral, Mycostatin ®, que 
presenta Nistatina como único principio activo y sí presenta indicaciones de uso 
en candidiasis orofaríngea, tanto a nivel de tratamiento como prevención de esta 
patología. Comercializado por Bristol-Myers Squibb, S.A, Mycostatin® se 
presenta en forma de suspensión oral amarillenta, opaca y homogénea, con olor 
a cereza y menta (Fig. 3). Cada envase contiene un frasco con 60 ml de 




Fig. 3. Mycostatin ® suspensión oral 
 
De uso extendido con gran perfil de seguridad, ya que únicamente está 
contraindicado en caso de alergias a sus componentes y no siendo probable la 




los principales inconvenientes que presenta esta preparación son su reducida 
estabilidad, siendo viable únicamente 7 días después de la apertura a temperatura 
inferior a 25ºC, la necesidad de homogeneizar fuertemente (mediante agitación 
intensa) la suspensión antes de cada uso y la presencia de ciertos excipientes 
incluidos en la formulación como la sacarosa o que pueden provocar reacciones 
en determinados pacientes o el etanol que puede provocar dolor si la mucosa esta 
lesionada. 
Además de las formulaciones comercializadas, se han desarrollado 
formulaciones magistrales de nistatina para su uso en enjuagues en tratamiento 
de candidiasis orofaríngea (asociado a anestésico local para tratamiento del dolor 
de las aftas) y existen protocolos hospitalarios establecidos para la 
descontaminación y prevención de formación de biopelículas en dispositivos de 
intubación. 
En formulación magistral se ha descrito una preparación como enjuague bucal 
que contiene una mezcla de nistatina y lidocaína como principios activos. Esta 
formulación es de gran utilidad en aquellos pacientes que presentan infecciones 
fúngicas orofaríngeas con mucho dolor local. El inconveniente que presentan es 
su difícil manejo.  
 
3.1.11 Interacciones. 
La absorción sistémica de Nistatina es muy escasa y no presenta 
metabolismo importante a nivel hepático, con lo que no presenta interacciones 
importantes con fármacos ni alimentos. Debe evitar administrarse 
simultáneamente con otros medicamentos que formen una película sobre la 
mucosa intestinal o que originen un aumento en las contracciones intestinales, ya 
que ello implicará un menor tiempo de contacto de nistatina con la mucosa 
afectada y, por tanto, un menor efecto. 
 
3.1.12 Reacciones adversas y sobredosis 
Las reacciones adversas de este medicamento son leves y transitorias. 
Generalmente, nistatina se tolera bien a todas las edades, incluso en niños 




Las reacciones adversas más características son trastornos gastrointestinales 
como náuseas, vómitos, malestar gastrointestinal y diarrea a dosis altas. 
En algunos casos, se ha comunicado la aparición de rash, incluyendo urticaria. 
Muy ocasionalmente, se ha manifestado el síndrome de Stevens-Johnson. 
También se han notificado casos de hipersensibilidad y angioedema, incluyendo 
edema facial. 
En cuanto a la aparición de efectos tóxicos por sobredosis, la ingestión de dosis 
orales de nistatina superiores a 5 millones de Unidades diarias ha originado 
náuseas y alteraciones gastrointestinales. Dada la escasa absorción de este 
fármaco la posibilidad de intoxicación, incluso por ingestión accidental, es muy 
improbable. No obstante, en caso de producirse, interrumpir el tratamiento e 





3.2 Infecciones fúngicas: 
3.2.1 Etiología  
Se define infección fúngica o micosis como todo aquel proceso 
infeccioso cuyo agente etiológico es un hongo. Existe una amplia variedad de 
microorganismos dentro del reino hongos, pero son las infecciones causadas por 
hongos levaduriformes las que presentan una mayor importancia para el ser 
humano. Los microorganismos fúngicos más destacados como agentes 
etiológicos de estas micosis son Candida spp., Cryptococcus neoformans, 
Histoplasma capsulatum y Aspergillus fumigatus. (Kim, JY., 2016). La 
incidencia global de estas infecciones es difícil de determinar, aunque sí se 
dispone de datos que indican un aumento en el número de casos en estos últimos 
años, debido al creciente número de pacientes inmunocomprometidos afectados 
por estas infecciones (Vallabhaneni, S. et al, 2016). 
 
3.2.2 Género Candida 
 Las especies fúngicas que componen el género Candida conforman un 
grupo altamente heterogéneo de microorganismos que desarrollan un 




Candida, aunque la mayoría no están implicadas en infecciones clínicas. C. 
albicans es la especie aislada con mayor frecuencia a partir de muestras clínicas 
y generalmente representa entre un 90% y un 100% de las cepas aisladas de 
muestras de mucosa, y entre un 50% y 70% de las cepas procedentes de 
pacientes con infecciones nosocomiales. Otras especies del género Candida, con 
relevancia clínica serían C. glabrata, C.parapsilosis y C. tropicalis. En mucha 
menor proporción, se encuentran las infecciones nosocomiales causadas por 
otras especies diferentes como C. krusei, C.lusitaniae, C. dubliniensis y C. 
rugosa (Merseguel, KB. et al, 2015). 
La mayor parte de los miembros de esta familia son capaces de desarrollar un 
crecimiento de tipo filamentoso (pseudohifas). Únicamente dos especies, C. 
albicans y C. dubliniensis son capaces de formar auténticas hifas (tubos 
germinales) y células de paredes gruesas (clamidosporos). Las especies de 
Candida están adquiriendo relevancia clínica, ya que se trata de uno de los 
principales agentes de infecciones intrahospitalarias (Pfaller, MA. y Diekema, 
DJ., 2007). La especie predominante como agente etiológico es C. albicans; sin 
embargo, también se han descrito infecciones causados por otras especies, de 
carácter oportunista, que son menos susceptibles a los antifúngicos habituales, 
como C. krusei, C. glabrata, C. lusitaniae y C. dubliniensis. C. dubliniensis y C. 
albicans comparten varios factores de virulencia, como la formación de tubos 
germinales y exoenzimas, y los cambios fenotípicos. C dubliniensis es capaz de 
desarrollar una resistencia al fluconazol de forma rápida, a diferencia de C. 
albicans, lo que sugiere la presencia de un mecanismo de resistencia inducible 
(Jabra-Rizk, MA. et al, 2004). Las especies que forman este género han sido 
descritas como el grupo más importante de hongos patógenos oportunistas y 
constituyen la cuarta causa más frecuente de infecciones nosocomiales 
septicémicas, superando a cualquier agente bacteriano Gram negativo individual. 
Desde la década de 1980, la frecuencia de infección nosocomial por Candida ha 
aumentado de forma constante en todos los hospitales y en cualquier grupo de 
edad (Murray, P. et al, 2006; Martins, N. et al, 2014; Brown, GD. et al, 2014; 





Las especies del género presentan un desarrollo levaduriforme, con células 
ovaladas con un tamaño de hasta 5 µm, y que pueden formar yemas o 
blastoconidias. Casi todas las especies, excepto C. glabrata, forman también 
pseudohifas e hifas verdaderas, como se puede observar en la figura 4. 
 
Fig. 4. Pseudohifas y blastoconidios de C.albicans 
Para el cultivo en laboratorio de las especies de Candida, se pueden 
utilizar medios de cultivo con agar, peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa. Las 
primeras colonias, son de tamaño muy reducido y aparecen tras periodos de 
incubación de 24 a 36 horas en agar Sabouraud, pudiendo alcanzar tamaños de 2 
mm tras un cultivo de 7 días. El aspecto de las colonias es bastante 
característico: de color blanco prácticamente por completo (como puede 
observarse en la figura 5), tienden a adquirir un color crema al ir envejeciendo; 
desprenden un típico olor fermentativo, propio de las levaduras (olor a pan). Las 
condiciones de crecimiento in vitro requieren aerobiosis, con pH de entre 2,5 y 
7,5 y temperatura entre 20 ºC y 38 º C. Entre las 48 y 72 horas después de la 
siembra, se detecta crecimiento, pudiéndose acelerar este crecimiento en 
subcultuivos posteriores. La Temperatura de crecimiento presenta relevancia, ya 
que las levaduras presentan la capacidad específica de crecer a 37ºC, lo que es 
importante a la hora de identificar muestras clínicas. Además, la temperatura de 
crecimiento óptimo sirve para diferenciar la virulencia de las cepas: las cepas 
más virulentas crecen rápidamente entre 25 y 37ºC, mientas que las poco 








Fig. 5. Fotografía de colonias de C.albicans en agar Sabouraud. 
3.2.2.1 Candida albicans 
Se trata de un hongo dimórfico capaz de desarrollarse de forma distinta en 
función de la temperatura de crecimiento: como levadura, normalmente a 37ºC 
en el huésped, y como hongo de aspecto filamentoso, a 25ºC en la naturaleza. En 
forma de levadura presenta un aspecto de células redondas u ovaladas, de 3-8 x 
2-7 micras de tamaño, agrupadas en pequeños grupos, mientras que, en forma de 
hongo filamentoso, las células se alargan y se diversifican tomando la apariencia 
de filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio. El dimorfismo le permite evadir 
los mecanismos de defensa relacionados con la inmunidad celular del huésped. 
En forma de levadura se comporta como saprofita, conviviendo en simbiosis con 
el huésped, mientras que, en forma de hongo filamentoso, se comporta como un 
parásito patógeno produciendo síntomas en el huésped. Macroscópicamente, en 
agar Sabouraud crece formando colonias blancas, blandas, cremosas y lisas. 
En la naturaleza, C. albicans puede presentarse de forma libre, adquiriendo 
una condición facultativamente patógena, desde un estado saprofítico simple 
hasta patógeno, pasando por comensalismo. Es frecuente encontrarlo en la leche 
bovina. En el organismo humano, se encuentra como comensal en tracto 
respiratorio e intestinal, mucosas de vagina y boca y sobre la piel, dónde se 
dispone alrededor de los pliegues naturales, ya que estas zonas conservan mejor 
el calor y la humedad (se puede encontrar en condición facultativamente 
patógena, desde un estado saprofítico simple, pasando por el comensalismo, 
hasta la situación de patógeno. Se encuentra libre en la naturaleza donde puede 
ser aislado, siendo frecuente encontrarlo en la leche bovina (Vázquez, J. y Sobel, 
J., 2002). En el ser humano se encuentra como comensal en el tracto respiratorio 
e intestinal, en la vagina y boca, sobre la piel, donde reside con mayor frecuencia 
entre los pliegues naturales que son sitios relativamente calientes y de mayor 




Presenta un tipo de transmisión endógena por contacto a través de la piel y las 
mucosas y por inoculación accidental o mordedura. (Jasso Gutiérrez, L., 2011; 
Servicio Riojano de Salud., 2008; INSHT, 2019). 
La infección causada por C. albicans se conoce como candidiasis o moniliasis, y 
se presenta como una infección superficial que aparece principalmente en 
individuos con el sistema inmune comprometido, afectando a la piel (intertrigo), 
a las mucosas (oral, genitourinaria o digestiva) y a las uñas (paroniquia o 
perionixis). Los síntomas son leves como: enrojecimiento, picazón y malestar. 
En personas con cáncer, trasplantados o con  











Fig. 6. Imágenes de paroniquia, intertrigo y candidiasis oral. 
 
 
3.2.2.2 Candidiasis orofaríngea 
 Se refiere a la infección y sobrecrecimiento de colonias de hongos del 
género Candida sobre la mucosa oral (Melkoumov, A. et al, 2013), pudiendo 
extenderse al esófago causando candidiasis esofágica. (Puerto, JL. et al, 2001). 
Esta infección aparece tras un compromiso del sistema inmunológico, que puede 
ser debido a numerosos factores (Coronado-Castellote, L. y Jimenez-Soriano, 
Y., 2013) como afecciones de las glándulas salivares, disrupciones de la mucosa 
oral, tratamientos prolongados de ciertos fármacos que afecten al sistema 
inmune (antibióticos de amplio espectro, corticoides, antidepresivos, 
antitumorales y fármacos inmunosupresores), alteraciones endocrinas (diabetes 
mellitus, fallo renal o hipertiroidismo), factores dietéticos como la anemia 





Ortega, J. et al, 2002). Esta enfermedad se considera señal precoz de infección 
por VIH y avanza de forma progresiva con el curso de la enfermedad. 
Los síntomas que acompañan a la infección se presentan generalmente con la 
aparición de una pseudomembrana, conocida como estomatitis aftosa o muguet 
(figura 19), que se caracteriza por manchas de color crema sobre lengua, paladar 
y otras zonas de la mucosa oral, pudiendo aparecer incluso en piel. Si se 







Fig. 7. Muguet característico de Candidiasis orofaríngea 
 
3.2.3 Tratamiento de infecciones fúngicas: 
El tratamiento de infecciones fúngicas se realiza principalmente mediante 
la vía tópica (Lyu, X. et al, 2016), quedando los preparados sistémicos para el 
tratamiento de infecciones de mayor severidad, invasivas o cuando la respuesta 
al tratamiento tópico es insuficiente (Epstein, JB., 1998). Clásicamente se han 
dividido los compuestos antifúngicos según su tipo de acción: específica o 
inespecífica. En nuestro medio, los tratamientos de acción inespecífica 




 Las biopelículas son comunidades muy heterogéneas de 
microorganismos (pueden estar compuestas por un solo tipo de microorganismos 
o por múltiples especies) que se unen a superficies vivas o inertes, recubriéndose 





hidratada, que se comunica con el exterior mediante canales de agua, y se 
encuentran adheridas y desarrolladas sobre superficies biológicas e inertes 
(Rinaudi, LV. y Gonzalez JE., 2009). Estas estructuras forman un complejo 
tridimensional que presenta ventajas para la comunidad de microorganismos que 
la conforman, ya que pueden desarrollar capacidad de resistencia a fármacos 
antimicrobianos y frente a los mecanismos de defensa del organismo 
hospedador. Cuando se observa una biopelícula con el microscopio de láser 
confocal, pueden observarse las distintas comunidades bacterianas organizadas 
en forma de seta o torre y separadas entre sí por microcanales de agua o de 
fluidos (Kendall, MM. y Sperandio, V., 2007). La composición de la biopelícula 
vendría representada por bacterias, que representan un 15-20% del volumen, una 
matriz o glicocálix, que representaría el 75%-80%. Esta matriz puede tener carga 
neutra o carga polianiónica, según el tipo de exopolisacárido, por lo que pueden 
interactuar con distintos antimicrobianos, de forma que estos últimos quedan 
atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias. Además, 
gracias a sus cualidades pueden "modular" la acción de distintos 
antimicrobianos. La pérdida o alteración de un determinado polisacárido puede 
alterar la biopelícula, o incluso producirse desaparición (Rasmussen, TB. y 
Givskov, M., 2006). 
 
Las células de las biopelículas se diferencian de sus homólogas planctónicas (en 
suspensión), ya que son capaces de establecer un sistema de comunicación 
intercelular (quórum sensing) que les permite reconocer cuando se alcanza el 
umbral de presencia, para desarrollar nuevas funciones, especialmente aquellas 
relacionadas con el comportamiento social, simbiótico y de permanente 
reconocimiento, (Nowak, M. y Kurnatowski, P., 2009), así como el incremento 
de la resistencia a las defensas inmunológicas y a la acción de los 
antimicrobianos (Valentín, A. et al, 2007; Díaz Caballero, AJ. et al, 2011). Otras 
ventajas ecológicas de esta forma de asociación serían la protección ante el 
entorno, la disponibilidad de nutrientes, la cooperación metabólica y la 
adquisición de nuevas características genéticas.  
Las biopelículas son muy difíciles de eliminar y son fuente de infecciones 




las infecciones urinarias, las producidas por catéteres, las del oído medio, las 
placas dentales, las endocarditis, las infecciones valvulares, entre otras. 
La formación de la biopelícula se desarrolla en varias fases y está influenciada 
por parámetros ambientales e inherentes a la fijación de la célula. Como la 
biopelícula se desarrolla en una interfase líquido-sólido, la velocidad de flujo 
juega un papel fundamental a la hora de influir en el desprendimiento físico de 
los microorganismos. La presencia de canales para el transporte de nutrientes y 
desechos permite la subsistencia tras la capa impermeable formada por el 
exopolímero y las colonias organizadas. Esto explica también, la aparición de 
resistencia frente a mecanismos de defensa del hospedador y frente a 
antimicrobianos, que sólo afectarían a las células de las capas más superficiales 
(Janakiraman, V. et al, 2009). Así, los anticuerpos, las células del sistema 
inmune y los antimicrobianos no tienen acceso a los microorganismos más 
profundos. Otra característica interesante es la capacidad de adhesión a una 
nueva superficie de una célula que se desprende de la biopelícula inicial, ya que 
mantiene las características de la biopelícula inicial.  
 
La formación de biopelícula en la cavidad oral, las células fúngicas deben 
adherirse en primer lugar a la superficie de la mucosa. C. albicans desarrolla 
biopelículas en tres etapas: 
 1ª. Fase temprana: dura las primeras 11 horas. Durante el inicio de esta 
fase (de 0 a 2 h), la mayoría de las células de C.albicans se presentan como 
blastosporas (forma de levadura) adheridas sobre la superficie libre. A partir de 
las 3 ó 4 horas, empiezan a aparecer distintas microcolonias. A las 11 horas, las 
células se disponen de forma conjunta formando comunidades de apariencia 
densa, debido al crecimiento celular y agregación en áreas de superficie 
irregular. 
 2ª. Fase intermedia: a partir de las 12 horas. Se caracteriza por la 
aparición de material predominantemente no celular (matriz de polisacáridos) 
que aparece como una capa dispersa cubriendo las microcolonias.  
 3ª Fase madura: entre 38 y 72 horas postinfección, se produce un 
aumento en la cantidad de material extracelular, llegando a cubrir las 
agrupaciones de colonias de C. albicans. La biopelícula madura consiste en una 




bacterias (Jabra-Rizk, MA. et al, 2004).  Estas agrupaciones y el material 





















Fig. 8. Etapas en la formación de biopelículas fúngicas: (a) Superficie apta para la adherencia del microorganismo (b) 
Etapa temprana: adhesión del hongo sobre la superficie (c) Etapa intermedia: presencia de microcolonias (d) Etapa 
madura: presencia de hifas y material no celular 
 
Las biopelículas de especies de Candida juegan un importante rol en medicina 
humana. Además, la mayoría de las manifestaciones de candidiasis, a ambos 
niveles mucosas y sistémico, están asociadas con la formación de biopelículas en 
superficies inertes o biológicas (Bachmann, SP. et al, 2002). Existen diferencias 
significativas entre las biopelículas de C. albicans y C. glabrata (Cataldi, V. et 
al, 2016). Este estudio demostró que las células de Candida albicans tienen 
mayor capacidad de formación de biopelículas que C. glabrata. 
La formación de biopelículas fúngicas aparece con frecuencia relevante en 




Darouiche, RO., 2004), siendo la contaminación de catéteres la principal causa 
de infecciones sistémicas. De hecho, el National Institutes of Health de EEUU 
estima que el 80% de infecciones humanas son provocadas por biopelículas 
patógenas (Jamal, M. et al, 2018) y se ha comprobado que más de la mitad de las 
infecciones nosocomiales del torrente sanguíneo, incluyendo candidemia, en la 
unidad de cuidados intensivos están relacionadas con el uso de los catéteres en 
los pacientes (Tumbarello, M. et al, 2007). Estos dispositivos, así como 
endoprótesis vasculares y otras prótesis, conectores y tubos endotraqueales, 
actúan como soporte físico para la colonización y formación de biopelículas por 
Candida. Tras la formación de la biopelícula, los microorganismos consiguen un 
efecto protector y de resistencia frente al antifúngico, lo cual trae como 
consecuencia importantes repercusiones clínicas. Estas infecciones, son muy 
difíciles de tratar y, muchas veces, requieren la extracción del dispositivo, lo que 
puede conllevar riesgo elevado para los pacientes.  
Se han valorado varios factores que presentan relevancia en la aparición de 
biopelículas sobre el dispositivo: 
 - tipo de catéter y frecuencia de uso: dado que los catéteres venosos 
periféricos son los dispositivos más utilizados para conseguir acceso vascular, se 
producen complicaciones graves de tipo infeccioso que producen una morbilidad 
anual considerable por la frecuencia con la que estos catéteres se usan, a pesar de 
que la incidencia de infecciones en los mismos es relativamente baja. 
Sin embargo, las infecciones sistémicas relacionadas con catéteres (IRC) se 
asocian a catéteres venosos centrales no tunelados, insertados por vía percutánea 
en vasos centrales, principalmente en pacientes ingresados en UCI.  
 - duración del tratamiento: básicamente, la mayoría de infecciones 
sistémicas se relacionan con tratamientos de corto plazo (< 14 días), ya que son 
los más utilizados. Sin embargo, catéteres para tratamientos de larga duración, 
cuya implantación requiere una intervención quirúrgica, presentan un riesgo 
mucho mayor. 
 - lugar de inserción: el riesgo de infección depende también del sitio de 
inserción del catéter: inserciones periféricas tienen mucho más riesgo que 
inserciones mediales.  
 - material del catéter: la relación entre los materiales del catéter y la 




ensayos. Normalmente, los catéteres se fabrican con PVC, Teflon ® o 
poliuretano. Ciertos ensayos in vitro (Estivill, D. et al, 2011) han demostrado las 
diferencias y preferencias en cuanto a formación de biopelículas de las cinco 
especies mayoritarias de Candida. El principal patógeno humano, Candida 
albicans forma biopelículas más fácilmente sobre Teflon ® que sobre cualquier 
otro material clínico. 
 - otros factores: también se ha asociado riesgo de formación de 
biopelícula a la experiencia del personal en el proceso de inserción y el estado 
clínico del paciente (McGee, DC. y Gould, MK., 2003), hospitalizaciones 
prolongadas tras la inserción del dispositivo, y un conjunto de factores de como 
nutrición parenteral completa, catéteres de lumen triple, y lugares de inserción 
específicos (Horvath, R. y Collignon, P., 2003). 
 
La relevancia clínica de las infecciones fúngicas se centra principalmente en las 
llamadas infecciones nosocomiales, aquellas que se desarrollan en un centro 
hospitalario. Dicha relevancia se pone de manifiesto para dar una idea de la 
incidencia en un estudio realizado sobre 69 millones de enfermos hospitalizados 
e intervenidos quirúrgicamente en EEUU entre 1998 y 2006 (Eber, MR. et al, 
2010). Los resultados de este estudio indican que cerca de 48.000 personas 
mueren al año en EEUU por infecciones hospitalarias, generalmente neumonía y 
sepsis. En datos económicos, se ha estimado que los gastos de tratamientos de 
dichas infecciones y la prolongación de la estancia en el hospital constituyen una 
importante partida presupuestaria estimada en 6.000.000.000 de euros en el año 
2006 (Labreche, D., 2010). 
Se han desarrollado varias estrategias para intentar prevenir estas infecciones. En 
varios hospitales, se utilizan mezclas de antimicrobianos, principalmente en 
UCI, para lubricar catéteres y sondas, evitando la formación de biopelículas. 
Como ejemplo, en casos de nutrición enteral, se usan sondas lubricadas con 
suspensiones, geles y pastas de acción antimicrobiana: esta técnica se conoce 
como descontaminación digestiva selectiva o SDD (Selective Decontamination 
of the Digestive) y es utilizado con asiduidad en UCI de muchos centros 
hospitalarios como el hospital Virgen de la Salud de Toledo donde he realizado 




Dorocka-Bobkowska et al (Dorocka-Bobkowska, B. et al, 2003) han demostrado 
que tres fármacos de la familia de los polienos (anfotericina B, nistatina y 
natamicina), presentan la capacidad de inhibir la adhesión de distintas especies 
de Candida. La exposición a concentraciones subterapéuticas de polienos 
antifúngicos redujeron de forma significativa la adherencia en cepas HeLa y 
HSC-3 de células epiteliales al incubarse con Candida spp. Sin embargo, el 
tratamiento de las biopelículas formadas no se tradujo en eliminación 
significativa de la adherencia. Los datos sobre inhibición de la adhesión son 
concluyentes para cada uno de los 3 antifúngicos polienos. Nistatina reduce la 
adhesión tanto de Candida albicans como de Candida glabrata 
La elección del antifúngico en estos casos debe realizarse en función de las 
características del mismo: seguridad y eficacia, disponibilidad y un perfil 
económico asequible. Las formulaciones de nistatina tópica presentan pocos 
efectos secundarios; eso, unido al hecho de ser más barata y fácil de conseguir 
que otros antifúngicos como la anfotericina B, hacen de este antifúngico la 
primera elección en protocolos de tratamiento. La anfotericina B, aunque fue el 
antifúngico que se empleó en los primeros estudios, presenta el inconveniente de 
su baja disponibilidad que le hace inadecuado cuando queremos realizar 
tratamientos en grupos elevados de pacientes. La disponibilidad de la nistatina 
fue el motivo fundamental para incluir este antifúngico en tratamientos de 
profilaxis en UCIs, con un gran número de pacientes, como la del Hospital 
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IV.SISTEMAS MICELARES DE NISTATINA 
 
4.1 Introducción 
Los tensoactivos o surfactantes son sustancias que modifican la tensión 
superficial entre un soluto y un solvente (Rosen, MJ. y Kunjappu, JT., 2012), 
estabilizando la presencia de un soluto de solubilidad comprometida en un 
solvente mediante la formación de micelas o coloides. Están formados por una 
cadena hidrocarbonada (lineal o aromática) que presenta un extremo hidrófilo o 
polar y otro no polar o hidrófobo (Figura 9). Se clasifican atendiendo a la carga 
magnética (Kosswig, K., 2005) que presentan en su extremo hidrófilo: 
- No iónicos: no tienen carga. Entre los más utilizados se incluyen 
polisorbatos, glicéridos polioxiacetilados, derivados de 
macrogolglicétidos y mono y di ésteres de polietilenglicol de bajo 
peso molecular. 
- Iónicos: presentan carga en su extremo. 
o Aniónicos: la carga es negativa. Destacan estéres de sulfatos, 
sulfonatos y fosfatos (docusato, lauril sulfato sódico) y 
carboxilatos (estearato sódico). 
o Catiónicos: la carga que presentan es positiva. Se encuentran 
sales de amonio con carga positiva. 
o Zwiteriónicos: presentan el extremo polar con carga positiva y 
negativa debido a la existencia de dos grupos diferenciados. 
Como zwiteriones encontramos betainas y fosfolípidos. 
 
Fig. 9. Representación esquemática de un tensoactivo y sus clases. 
El uso de tensoactivos reduce la tensión superficial y mejora las características 
de solubilidad de moléculas lipofílicas en medio acuoso. Cuando la 
concentración de tensoactivos supera la concentración crítica micelar (CMC), se 
produce la formación de micelas que engloban el fármaco en su interior. Este 
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fenómeno se conoce como micelización y favorece la solubilidad de sustancias 
poco solubles (Mu, M. et al, 2017), entre las que se encuentran varias sustancias 
con actividad farmacológica (Florence, AT., 1981). Además, presentan 
propiedades humectantes y tienen capacidad para aumentar la tasa de 
desintegración del sólido en partículas más finas (Edward, KH. y Li, D., 2008).  
 
 
Fig 10. Representación esquemática de una micela 
 
Se usan de forma habitual como estabilizadores de microemulsiones y 
suspensiones de fármacos de baja hidrosolubilidad (Martin, A., 1993; Ranguel-
Yagui, CD. et al, 2005). 
La nistatina es un fármaco que presenta unos valores de solubilidad acuosa en 
agua muy bajos (Royal Society of Chemistry, 2013). A pH fisiológico, la 
nistatina presenta carácter anfótero con dualidad de cargas: negativa por efecto 
del COOH y positiva por efecto del NH2, como se puede ver en la figura 11. La 
posible inclusión del fármaco en sistemas coloidales obtenidas mediante la 
utilización de tensoactivos, reduciría la formación de agregados del fármaco. 
Además, podemos observar que una de las cadenas de la nistatina presenta un 
gran número de grupos OH, con lo que puede establecer puentes de hidrógeno 
entre sí o con las moléculas de agua. Este cambio de disposición probablemente 
se traduciría en una reducción del tamaño de partícula, que es un factor clave 
para mejorar la estabilidad acuosa y la dispersabilidad del fármaco, lo que 
implicaría mayor eficacia antifúngica (Edward, KH. y Li, D., 2008). 
  




Fig. 11. Cargas relativas de la nistatina en el organismo 
 
Varios autores (Croy, S. y Kwon, G., 2004) han demostrado que la formación de 
agregados de nistatina puede prevenirse por la adición de tensoactivos, como 
Pluronic ® (tribloques de óxido de propileno y óxido de polietileno) por un 
mecanismo de inclusión en el interior de micelas. La eficacia se correlaciona 
directamente con la longitud de las cadenas hidrofóbicas, con la temperatura y 
con una baja CMC. Los principales factores que contribuyen a solubilizar la 
nistatina son el número de micelas presentes en la solución y el área accesible de 
la superficie del núcleo micelar. (Gangadhar KN. et al, 2014). El empleo de 
otros tensoactivos como el desoxicolato sódico (Thomas, DC. y Christian, SD., 
1980) o macrogolglicéridos de caprilocaproilo (Djordjevic, L. et al, 2004) sería 
una buena estrategia ya que las moléculas de nistatina se ordenarían en micelas, 
disponiendo la parte hidrofóbica en una dirección y las cabezas cargadas en la 
otra. De hecho, se ha comercializado una formulación inhalatoria con 
Anfotericina B (antifúngico poliénico muy próximo a nistatina) en forma 
dimérica incluida en un sistema micelar de desoxicolato de sodio, en el que las 
propiedades de solubilidad y estabilidad fueron potenciadas (Gangadhar, KN. et 
al, 2014). Estos ensayos han servido de base para el desarrollo de nuevas 
formulaciones que incluyen sistemas micelares lipídicos y liposomas (López-
Sánchez, A. et al, 2018).  
El diseño y utilización de sistemas micelares ha demostrado su aplicación en la 
prevención de la formación de biopelículas: el estudio de sistemas micelares de 
clorhexidina ha demostrado reducir la formación de las mismas de una forma 
más eficaz que la suspensión simple (Tambunlertchai, S. et al, 2017); sistemas 
micelares combinados de imidazol resultaron en mejoría de la actividad 
antifúngica y de la actividad anti biopelículas (Abu Hashim, II. et al, 2015); 
otros sistemas micelares formados con tensoactivos con comportamiento 
aniónico (dodecilsulfato sódico y cremofor) han demostrado una mejora de la 
- 
+ 
SISTEMAS MICELARES DE NISTATINA 
70 
 
adsorción en superficie y un aumento de la actividad antifúngica o antibiótica 
(Li, J. et al, 2010),  
 
El uso de nistatina como principio activo ofrece ventajas como actividad de 
amplio espectro, accesibilidad fácil en medio hospitalario y muy baja toxicidad 
debido a la reducida absorción sistémica. Sin embargo, las características de 
hidrofobicidad de la nistatina conllevan un contacto reducido con la superficie 
de dispositivos clínicos. Esto, unido a su reducida estabilidad, haría muy 
oportuno su inclusión en complejos micelares.  
 
 
4.2 Material y métodos 
4.2.1 Materiales 
 Agar simple DIFCO. 
 Agar Sabouraud  - Dextrosa DIFCO. 
 Agar Mueller – Hinton PANREAC. 
 Agua desionizada (Milli-Q, Millipore). 
 Azul de metileno. 
 Candida albicans CECT 1394 
 Cloruro de sodio P.A. PANREAC. 
 Desoxicolato de sodio PANREAC. 
 Discos antibióticos Neo Sensitabs®. 
 Glucosa P.A. PANREAC. 
 Labrasol ®, GATEFOSSE. 
 Medio YNB DIFCO. 
 Nistatina FRAGON. 
 Sondas de silicona Mallinkroft ®. 
 
4.2.2 Aparatos y equipos 
 Agitador magnético-calefactor RCT basic. Ika Labortechnik 
(Germany). 
 Agitador vórtex. 
 Analizadores de tamaño de partícula Microtrac S-3500 y Zetatrac. 
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 Aparato de calorimetría diferencial de barrido Mettler Toledo 
DSC 3, controlador TA. 
 Asa de siembra. 
 Autoclave HA-3D. Hirayama Manufacturing Corporation (Japan). 
 Balanza Mettler AG 104. Mettler-Toledo GmbH 
(Schwerzenbach). 
 Balanza Microanalítica Sartorius M5P Serie 30303388. 
 Calibre o pie de rey. 
 Difractómetro de rayos X Philips X’Pert-MPD. 
 Espectrofotómetro UV-Vis Pharma Spec UV-1700. 
 Estufa de incubación 30 ºC - 200 ºC Memmert. 
 Material de vidrio.  
 Microscopio electrónico de barrido Jeol JSM-6400. 
 Microscopio electrónico de transmisión JEM 3000k ®. 
 Purificador de agua Milli-Q Millipore. 
 
 
4.2.3 Diseño de la formulación 
 El desarrollo de los sistemas micelares de nistatina se planteó siguiendo 
dos premisas: 
- menor tamaño de partícula de la nistatina 
- mayor actividad antifúngica de la formulación  
En función de estas condiciones se elaboraron varios ensayos previos 
(microbiológicos y de evaluación del tamaño de partícula) para decidir qué 
tensoactivo es el más adecuado para formar los sistemas micelares. Se ensayaron 
dos clases de tensoactivos, desoxicolato de sodio como representante de la 
familia de tensoactivos iónicos y labrasol como no iónico. 
4.2.3.1 Desoxicolato de sodio 
El desoxicolato de sodio, se produce en el intestino a partir de las 
sales de ácido glicólico y taurocólico por la acción de enzimas 
bacterianas (Einarsson, K. y Hellström, K., 1974). 
Algo menos de la mitad del desoxicolato de sodio producido retorna al 
hígado donde se produce una reacción de conjugación y se libera a la 
vesícula biliar (Hoffman, NE. et al, 1975). El desoxicolato sódico 
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industrial se obtiene a partir de la bilis bovina que es un producto 
secundario de la industria cárnica, obtenido mediante un proceso alcalino 
a elevada temperatura.  
Estructura química: se trata de la sal sódica del 2-ácido (3α,5β,12α)-3,12-
Dihidroxicolan-24-oico (European Chemicals Agency). También se le 
conoce como desoxicolato, ácido colanoico y 3α,12α-dihidroxi-5β-
colanato. Su fórmula es C24H39NaO4y su estructura está representada en 
la figura 12. 
 
 
Fig. 12. Estructura del Desoxicolato de sodio 
Se presenta como un polvo cristalino blanco o blanquecino muy fino, 
altamente irritante para la mucosa nasofaríngea. Se aconseja su manejo 
utilizando medidas de seguridad adecuadas. 
Uso: históricamente se ha usado como intermedio para la producción de 
corticoesteroides con propiedades antiinflamatorias. Actualmente, se 
utiliza en la preparación y formulación de medios de cultivo 
microbiológicos y técnicas de diagnóstico (Hwang, SR. et al, 2015). En 
investigación, se usa como detergente biológico para lisar células y 
solubilizar componentes celulares y de membrana. Por sus propiedades 
fisicoquímicas y estructurales se trata de un tensoactivo de carácter 
iónico obtenido a partir de sales biliares: su carácter emulsificante le 
permite formar micelas de pequeño tamaño, capaces de englobar 
sustancia activa o componentes celulares. El tamaño y la capacidad de 
carga de estas micelas depende directamente de la concentración de 
desoxicolato (Rodríguez Cabrera, M et al, 2005). 
Seguridad: el desoxicolato de sodio presenta toxicidad intrínseca debido 
a su naturaleza, pudiendo producir lisis celular (Latta, RK. et al, 1993).  
4.2.3.2 Labrasol 
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Se trata de una mezcla de monoésteres, diésteres y triésteres de 
glicerol y monoésteres y diésteres de macrogol con una masa molecular 
relativa media entre 200 y 400. Se obtiene por alcohólisis parcial de 
triglicéridos de cadena media utilizando macrogol, por esterificación de 
glicerol y macrogol con ácido caprílico y ácido cáprico o por una mezcla 
de ésteres de glicerol y condensados de óxido de etileno con ácido 
caprílico y cáprico. Puede contener macrogol libre. 
Se presenta como un líquido oleoso de color amarillo pálido, dispersable 
en agua caliente y fácilmente soluble en cloruro de metileno. Presenta un 
HLB de 12. (Gattefosse, 2018). 
La fracción de ácidos grasos presenta cierta variabilidad, siendo la 
composición la que refleja la tabla 2. 
 
Tabla 2. Composición de ácidos grasos de Labrasol 
Nombre Composición 
Ácido Caproico Máx. 2,0% 
Ácido Caprílico Entre 50,0% y 80,0% 
Ácido Cáprico Entre 20,0% y 50,0% 
Ácido Laúrico Máx. 3,0% 
Ácido Mirístico Máx. 1,0% 
 
Usos: la estructura química del Labrasol ® (con presencia de grupos 
polares derivados de glicerol y macrogol; y apolares por la presencia de 
ácidos grasos), le confieren una gran capacidad formadora de micelas. Se 
trata de un tensoactivo oleoacuoso de amplio uso en la solubilización de 
principios activos farmacéuticos con un elevado balance hidrofilia-
lipofilia (HLB) que le permite formar microemulsiones. (Djordjevic, L. 
et al, 2004). Varios autores (Ghosh, PK., et al, 2004) han establecido la 
utilidad del Labrasol
®
 para la formación de microemulsiones estables 
incluso a baja concentración de surfactante. El tamaño de las partículas 
tras la dilución del sistema en fluido gástrico simulado también sugirió la 
idoneidad del sistema como medio para la administración oral de 
fármacos. 
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Seguridad: la seguridad del Labrasol
®
 se encuentra avalada por amplias 
evaluaciones toxicológicas y por su utilización en productos 
farmacéuticos aprobados (Gattefosse, 2018). 
 
4.2.4 Método estadístico 
 Las muestras se estudiaron por triplicado, expresándose los resultados en 
valor medio ± desviación estándar.  Las diferencias significativas se realizaron 
con tabla ANOVA utilizando el test de Mann-Whitney y la comparación de 
grupos pareados se realizó mediante el test de Tukey. Un valor de P inferior 
a 0,05 ha sido considerado como diferencia significativa. 
 
4.3 Estudio de preformulación 
4.3.1 Procedimiento general 
         El procedimiento general de preparación de las suspensiones de nistatina y 
tensoactivos se resume en los siguientes pasos: 
1- En un vaso de precipitado se calienta agua destilada a 40 ºC con 
agitación magnética suave.  
2- Una vez se ha alcanzado dicha temperatura, se añaden cantidades 
suficientes de nipagin (como conservante) para obtener soluciones al 0,1 
%. 
3- Se añade la cantidad adecuada del primer tensoactivo. Se lleva al vórtex 
durante 2 minutos a 2000 rpm. 
4- En caso de requerirlo, se añade el segundo tensoactivo y se lleva a vórtex 
durante 2 minutos a 2000 rpm. 
Por último, se añade la nistatina (cantidad adecuada para concentración de 15 
mg/ml) y se lleva a vórtex durante 2 minutos a 2000 rpm. 
 
4.3.2 Proporción de tensoactivos 
 Las proporciones de tensoactivos ensayadas se dilucidaron tras realizar 
un ensayo previo de determinación del tamaño de partícula. 
Proporción de desoxicolato: se ensayaron varias suspensiones con proporciones 
variables de nistatina con desoxicolato de sodio (1:0; 1:0,4; 1:0,8; 1:1,2) para 
determinar qué concentración de desoxicolato es la óptima para desarrollar una 
formulación con el tamaño de partícula de nistatina más pequeño. También se 
Solución A 
Q (40º C) en 
agitación 
Tensoactivos 
20 mL Sol. A 









Q (40º C) en
agitación 
Tensoactivos 
20 mL Sol. A 
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evaluó el índice de polidespersabilidad (PDI) de las muestras. Los resultados 
obtenidos están representados en la tabla 3.  
 
 







El estudio de las proporciones de nistatina:desoxicolato reveló que las dos 
formulaciones con un tamaño de partícula más reducido fueron las que contenían 
1:0,8 y 1:1,2. Estas formulaciones presentan un descenso en el índice de 
polidispersabilidad respecto a la formulación 1:04. Índices de polidispersibilidad 
cercanos a 1 han sido considerados adecuados en trabajos previos para la 
determinación del tamaño de partículas (Moreno-Rodríguez, AC. et al, 2015). 
Además, un descenso importante en el porcentaje de partículas de 1 µm con 
valores de 2,56% y 1,95% para las formulaciones Nist:DC 1:0,4 y 1:0,8 
respectivamente, ha sido observado en la tabla 3, presentando porcentajes 
menores al 1% de partículas con tamaños superiores a 2 µm. Estos resultados 
nos permiten seleccionar la formulación 1:0,8 para los estudios posteriores. 
Estudios previos mostraron una reducción similar en el tamaño de partícula de la 
anfotericina B cuando se incrementa la proporción de desoxicolato en el sistema 
micelar (Moreno-Rodríguez, AC. et al, 2015).  
Proporción de labrasol
®
: la determinación de la proporción de desoxicolato 
(1:0,8) condicionó la cantidad de labrasol a utilizar, comparando proporciones 
similares de ambos tensoactivos. Así, para los ensayos posteriores se utilizaron 
proporciones de nistatina:labrasol de 1:0,8. 
 
 
4.3.3 Determinación del tamaño de partícula 
            Se realizó en un aparato zetatrac que determina el tamaño de partícula de 
las distintas poblaciones, su tamaño medio y su índice de polidispersabilidad.  
Formulaciones PDI            Tamaño de partícula (%) 
> 972 nm > 1944 nm > 5500 nm 
1:0 0,76 18,4 3,45 0,505 
1:0,4 3,39 12,9 4,63 0,045 
1:0,8 1 2,56 0,53 0,03 
1:1,2 1,11 1,95 0,28 0,01 







Tabla 4. Tamaño de partícula e índice de polidispersabilidad (PDI) de formulaciones de nistatina con 





PDI % part > 972 nm % part > 1944 
nm 
1:0,8:0 188,6 nm (93,6%) 0,5 3,87 0,26 
1:0:0,8 1198 nm (41,5%) 
672 nm (58,5%) 
0,94 49,58% 2,13% 
1:0,4:0,4 514 nm (41,8%) 
199 nm (58,2%) 
1,73 4,71% 1,10% 
 
La tabla 4 nos muestra la representación de las poblaciones de agregados de 
nistatina en las distintas formulaciones ensayadas. El uso de desoxicolato en la 
formulación (Nist:DC 1:0,8) produce una población homogénea con un tamaño 
medio de 188,6 nm (93,6%), mostrando una población de >972 nm (3,78%), 
similar a la observada en el estudio con distintas proporciones de Nist:DC. El 
estudio del tamaño de partícula y la influencia de la fracción de partículas de 
elevado tamaño sobre la estabilidad de los sistemas micelares de nistatina ha 
sido evaluada por otros autores (Moreno-Rodríguez, AC. et al. 2015; Gangadhar, 
KN. et al, 2014). Las formulaciones con labrasol presentan un perfil más 
heterogéneo en la que se observan dos poblaciones; una población (58,5%) de 
pequeño tamaño (672 nm) y una segunda población (41,5%) de elevado tamaño 
(1198 nm). La mezcla de ambos tensoactivos revela un descenso en el tamaño de 
las dos poblaciones disminuyen a valores de 199 y 514 nm, produciéndose 
únicamente una pequeña población (4,71%) de elevado tamaño (>972 nm). La 
existencia de un elevado índice de polidispersabilidad en las formulaciones de 
mezclas de desoxicolato de sodio y labrasol, posiblemente esté relacionado con 
la presencia de dos poblaciones con distinto tamaño de partícula. La presencia de 
estas dos poblaciones diferentes en su tamaño de partícula podría influir en la 
velocidad de cesión de la nistatina. En trabajos de sistemas micelares de 
desoxicolato con otros antifungicos poco solubles como la anfotericina B, se 
observa que estos sistemas micelares de elevado tamaño de partícula presentan 
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una mayor toxicidad al acumularse a nivel celular o en determinados órganos 




4.3.4 Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 
 Mediante el TEM, se caracterizaron la morfología, el tamaño y la forma 
de las partículas presentes en la muestra. La preparación de las muestras se 
realizó por dilución de una pequeña cantidad de la muestra en acetona. A 
continuación, se sumerge en un baño de ultrasonidos para conseguir su máxima 
dispersión y se deposita una gota sobre una rejilla filmada con carbono para ser 
observada directamente una vez se haya secado. 
Las muestras se analizaron con un microscopio electrónico de transmisión JEM 
3000K ® a un voltaje de aceleración de 300 kV 
 
La figura 13 nos muestra la morfología de los cristales de nistatina en suspensión 
acuosa. Se observan grandes cristales de formas puntiagudas y aciculares. No 
hay estructuras micelares de ningún tipo 
                                                 
 
La imagen recogida en la figura 14 muestra la formulación Nist:DC (1:0,8), 
observando como el desoxicolato de sodio se dispone formando una matriz que 
engloba los cristales de nistatina (la presencia de algunos cristales de gran 
tamaño se puede atribuir a la fracción de partículas superiores a 1 mm observada 
en el estudio del tamaño de partícula). El desoxicolato se dispone a modo de 
escamas de diferente tamaño en el seno de la matriz y engloba en su interior las 
partículas de nistatina. Una morfología similar para la nistatina ha sido 
  
Fig. 13. Microfotografía de transmisión de una suspensión de nistatina en agua. 
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observada en nanocompuestos de hidroxiapatita con chitosán (Hussein-Al-Ali, 
SH. et al, 2014). 
 
                                                       
Fig. 14. Microfotografía de transmisión de una solución de desoxicolato de sodio con nistatina suspendida en proporción 
1:0,8 
 
Por último, la figura 15, nos muestra la disposición de los cristales de nistatina 
en una suspensión con desoxicolato de sodio y labrasol a partes iguales 
(1:0,4:0,4). Se aprecia una matriz más compacta en la que se aprecian los 
sistemas micelares de desoxicolato y algunos cristales de cristales de nistatina 
(alrededor de 4 µm). 
 
Fig. 15. Microfotografía de transimisión de una suspensión de nistatina con desoxicolato de sodio y labrasol en proporción 1:0,4:0,4 
  
Los datos obtenidos en las microfotografías del microscopio electrónico de 
trasmisión se correlacionan con los tamaños de partícula obtenidos en la 
determinación del tamaño de partícula. El mayor tamaño de partícula observado 
en los cristales de nistatina puede ser atribuida a una recristalización durante el 
proceso de secado antes de la observación por microscopia. Así, el empleo de 
desoxicolato de sodio únicamente, como tensoactivo, se traduce en la reducción 
del tamaño de los cristales de nistatina, con tamaño inferior que los que aparecen 
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en las imágenes obtenidas con la combinación de desoxicolato y labrasol. La 
población de cristales es de menor tamaño y con una distribución mucho más 
homogénea en las formulaciones de nistatina:desoxicolato (1:0,8). Posiblemente 
la existencia de una población con un tamaño de partícula más homogéneo 
puede ser más adecuado para obtener una rápida liberación que puede modularse 
mediante su incorporación en sistemas tipo gel bioadhesivo o nanocompuestos 
para su liberación en la cavidad bucal (Hussein-Al-Ali, SH. et al, 2014). 
 
4.3.5 Ensayo in vitro de actividad antifúngica  
 En el estudio de la actividad antifúngica de las formulaciones es 
importante destacar que distintas características de la formulación, como la 
viscosidad y el tamaño de partícula, pueden influir en el tamaño del halo. 
(Jorgensen, JH. et al, 1999). El objetivo de este ensayo es demostrar la 




a)   Preparación de las placas de agar Mueller Hinton 
suplementado con glucosa: 
- Pesada de las cantidades adecuadas de agar Mueller Hinton, 
glucosa y agua destilada para obtener las placas Petri 
necesarias 
- Disolución de los sólidos en agua desionizada. 
Esterilización en autoclave a 120 ºC y 1 atm de presión 
durante 25 minutos.  
- Tras la esterilización, adición de 20 µL de solución de azul 
de metileno a 5 mg/ml y se dejó enfriar. 
- Antes de la solidificación total, mezcla de 3 ml de inóculo 
de suspensión diluida de Candida albicans siguiendo el 
patrón 0,5 de McFarland (Abs= 0,1 a λ= 600 nm). 
- Agitación suave para evitar la aparición de burbujas y 
extensión sobre la superficie total de la placa en zona de 
campana estéril.   
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- Solidificación y conservación en refrigeración durante 24 
horas.  
b) Impregnación de los discos antibióticos: en campana estéril, se 
añade 20 µl volumen de cada formulación a discos antibióticos y 
se dejan humedecer durante 15 minutos. Las formulaciones 
utilizadas fueron elaboradas con las siguientes proporciones de 
nistatina:desoxicolato:labrasol, 1:0,8:0 (Nyst:DC:Lab [1:0,8:0]);  
1:0:0,8 (Nyst:DC:Lab [1:0:0,8]) y  1:0,4:0,4 (Nyst:DC:Lab 
[1:0,4:0,4]). Transcurrido ese tiempo, siempre en condiciones de 
esterilidad, utilizando pinzas metálicas, se fijan a las placas de 
agar preparadas y se llevan a nevera durante 2 horas para 
homogeneizar el antibiótico en el disco. Tras ello, se lleva a una 
estufa calefactora a 37 ºC durante 24 horas.  
c) Determinación de los halos de inhibición mediante un calibre. 
Los resultados de los halos de inhibición obtenidos se muestran 
en la tabla 5. El disco impregnado con blanco, no obtuvo ningún 
halo de inhibición. Las formulaciones activas registran en los 3 
casos halos de inhibición, lo que se traduce en actividad 
antifúngica por parte de todas ellas. Sin embargo, la más activa 
de todas fue el sistema micelar con desoxicolato de sodio, 
obteniéndose un halo de inhibición de 21,51 ± 0,304 nm.  
 
Tabla 5. Actividad antifúngica de sistemas micelares de nistatina  
Muestras Halo de inhibición a las 24 h (mm) 
Blanco 0.0 ± 0.00 
Nyst:DC:Lab [1:0,8:0] 
Nyst:DC:Lab [1:0:0,8]                              
21,51 ± 0,304 
16,98 ± 1,234 
Nyst:DC:Lab [1:0,4:0,4] 19,01 ± 0,392 
 
Los datos obtenidos en el ensayo de evaluación de la actividad antifúngica se 
correlacionan con los datos de determinación del tamaño de partícula y con las 
imágenes obtenidas por TEM (figuras. 13, 14 y 15), determinando que las 
formulaciones de menor tamaño de partícula son las que presentan un mayor 
halo antifúngico. Una mejora de la actividad antifúngica de la nistatina en 
mediante el empleo de sistemas nano y microparticulares ha sido comprobada 
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previamente (Hussein-Al-Ali, SH. et al, 2014). Estos resultados nos permiten 
seleccionar la formulación con desoxicolato en proporción 1:0,8 como sistema 
micelar de nistatina para estudios posteriores.  
 
4.4 Ensayos de caracterización farmacotécnicos 
                  Los ensayos comparativos se realizaron sobre una suspensión acuosa 
de nistatina, la mezcla física de principio activo y tensoactivo en proporción 
1:0,8 y el sistema micelar de nistatina y desoxicolato de sodio en idéntica 
proporción. Se incluyó una formulación en proporción 1:0,4 para poder 
comprobar las variaciones obtenidas en los ensayos. 
4.4.1 Aspecto  
a. Suspensión acuosa: se preparó mediante un proceso de 
suspensión simple de nistatina en agua a una concentración de 
15mg/ml. Se obtuvo una suspensión de color amarillento. La 
nistatina sólida precipitó de forma rápida, acumulándose en el 
fondo. Sin embargo, estos precipitados de nistatina sólida pueden 
ser resuspendidos de forma sencilla mediante agitación manual. 
Se hizo recristalizar la nistatina, evaporando el disolvente a 40ºC 
durante 24 horas y desecando a temperatura ambiente (22-24ºC) 
en un desecador con silica gel.  
b. Mezcla física: se realizó un proceso de mezcla manual de 
nistatina y desoxicolato de sodio en un mortero de cerámica con 
una espátula polimérica. Se prepararon formulaciones con 
proporciones de nistatina: desoxicolato de sodio de 1:0,4 y 1:0,8. 
La mezcla física de ambas sustancias originó un polvo de color 
amarillo tenue, que presentaba un volumen aparente mayor que el 
principio activo solo. Esta mezcla física es más estable que la 
suspensión acuosa ya que los primeros precipitados no aparecen 
hasta pasados 10 minutos. 
c. Sistemas micelares: varios autores han demostrado que la adición 
de tensoactivos puede aumentar la solubilidad acuosa de fármacos 
poco hidrosolubles (Rangel-Yagui, CO. et al, 2005). El tamaño de 
las micelas y la capacidad de carga son directamente 
dependientes de la concentración de desoxicolato de sodio 
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(Rodríguez Cabrera, M. et al, 2005). Se prepararon sistemas 
micelares con proporciones de Nistatina y desoxicolato de sodio 
en 1:0,4 v/v (SM-N:DC [1:0,4]) y 1:0,8 v/v (SM-N:DC [1:0,8]). 
Los sistemas micelares se formularon siguiendo el procedimiento 
descrito en el capítulo 4.3.1. La suspensión micelar formado fue 
desecada a una temperatura de 40ºC durante un periodo de 24 
horas. Tras la desecación, el sólido pulverulento fue tamizado 
para obtener un polvo de tamaño de partícula comprendido entre 
1,2-0,1 mm, que fue conservado en viales. Los viales se sellaron 
y se almacenaron a temperatura ambiente (22-24ºC) en un 
desecador con gel de silica. El polvo resultante presentaba la 
densidad aparente más baja, ocupando mayor volumen. La 
adición del polvo a una solución acuosa originó una suspensión 
más homogénea que permaneció estable durante más tiempo, lo 
que se traduce en una mayor facilidad para determinar la 
posología y una mejor dispersión en la cavidad oral. 
4.4.2 Microscopia electrónica de barrido (SEM): 
 El ensayo se realizó con un microscopio electrónico de barrido modelo 
Jeol JSM-6400 ® a un voltaje de aceleración de 20 kV Estas imágenes se 
emplearán para identificar la morfología de superficie con un aumento de 3000x. 
Las microfotografías se muestras en las siguientes imágenes (figuras 16-19). En 
ellas, podemos ver las imágenes de nistatina como materia prima, desoxicolato 
de sodio, la mezcla física de ambos en proporción 1:0,8 (MF-N:DC [1:0.8]) y los 
sistemas micelares Nistatina:desoxicolato con proporciones 1:0,4 (SM-N:DC 
[1:0.4]) y 1:0,8 (SM-N:DC [1:0.8]): 
- la nistatina pura (figura 16) muestra unos cristales poliédricos agregados con 














- los cristales de desoxicolato de sodio (Fig. 17), aparecen como escamas 
con tamaño oscilante entre 3 y 10 µm con una superficie plana mayor.  
    




Fig. 17. Microfotografía de desoxicolato de sodio 
- Ambos compuestos se diferencian en la mezcla física MF-N:DC [1:0.8] 
(Figura 18). En esta imagen, se aprecian cristales agregados con un 
tamaño mayor (10 mcm) en los que los cristales de nistatina se disponen 
en la superficie de las escamas de desoxicolato, las cuales presentan 






Fig. 18. Mezcla física de nistatina y desoxicolato de sodio 
- En los sistemas micelares, sin embargo, no se detectaron partículas 
aciculares de nistatina; lo que puede explicarse por un cambio en las 
propiedades de hidrofilia que han hecho variar la morfología de los 
cristales de nistatina durante el proceso de secado. El sistema micelar con 
proporción 1:0,4 (SM-N:DC [1:0,4]) (Figura 19) representa la evolución 
60 µm 
60 µm 
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de los cristales de desoxicolato a partículas más pequeñas y regulares (1-2 
µm), significativamente diferentes de las escamas primarias de gran 
tamaño de desoxicolato. Además, en el interior de estas partículas de 
desoxicolato se alojan cristales de nistatina (Palmeiro-Roldán, R. et al, 
2014). Estos hechos explican la determinación de un área superficial de 
mayor tamaño. El aumento de la proporción del tensoactivo en el Sistema 
micelar 1:0,8 (SM-N:DC [1:0,8]), se tradujo en un mayor tamaño de las 
partículas regulares de desoxicolato (4-6 µm), lo que aumentó la 
superficie de disolución de nistatina (imagen no mostrada). 
Probablemente, el proceso de secado del desoxicolato sea el determinante 






Fig. 19. Sistema micelar de nistatina con desoxicolato en proporción 1:0,4 
En ninguna de las imágenes de los sistemas micelares se observaron cristales 
libres de nistatina, lo que indica que el principio active se disperse de una 
manera homogénea en la matriz del tensoactivo. Los resultados obtenidos con la 
formación de sistemas micelares se correlacionan con ensayos realizados por 
otros autores con una técnica similar de disolución y secado (Leonardi, D. y 
Salomon, CJ., 2013; Fonseca-Berzal, C. et al, 2015). 
 
4.4.3 Calorimetría diferencial de barrido (DSC): 
 Los termogramas de DSC se realizaron usando un aparato de calorimetría 
diferencial de barrido (Mettler Toledo DSC 3, controlador TA). Un estándar de 
calibración de Indio con un punto de transición a 156,6ºC fue referencia para la 
obtención de la temperatura de calibrado. Las muestras, pesadas con precisión, 
se sellaron herméticamente en láminas de aluminio y se calentaron desde 50ºC 
hasta 240ºC con una velocidad de calentamiento de 10ºC/min en condiciones de 
60 µm 
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purga constante de nitrógeno seco a 20 ml/min, garantizando así el aumento 
homogéneo de la temperatura a lo largo de todo el periodo. Se utilizó como 
control una lámina vacía, sellada de igual forma, validando así la realización del 
ensayo. 
Los datos calorimétricos de nistatina pura (Nyst), desoxicolato de sodio como 
materia prima (DC), la mezcla física Nistatina:Desoxicolato 1:0,8 (v/v) (MF-
N:DC [1:0,8]) y los sistemas micelares de nistatina y desoxicolato en 
proporciones 1:0,4 (v/v) (SM-N:DC [1:0,4]) y 1:0,8 (v/v) (SM-N:DC [1:0,8]) 





















La curva de Nyst (Fig. 20a) muestra dos picos endotérmicos a 167,1 y 170,65 
con valores de entalpía de -20,22 y -61,38 (J/g), respectivamente. Varios autores 
(Girotra, P. et al, 2017) han determinado que los compuestos cristalinos 
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La cristalinidad de DC (Fig. 20b) queda patente en los dos picos endotérmicos a 
127,54 y a 149, 15ºC con valores de entalpía de -22,54 y -57,02 (J/g). Se ha 
demostrado que estos picos aparecen como consecuencia de un mayor desorden 
de la cristalinidad de los compuestos (Vadlapatla, R., et al, 2009; Palmeiro-
Roldán, R. et al, 2014). 
La mezcla física (MF-N:DC [1:0,8]) (figura 20c) presentó un pico endotérmico a 
157,90ºC como consecuencia de la interacción entre Nyst y DC. Así, se reduce 
el punto de fusión de la nistatina y se aumenta el punto de fusión del pico 
principal del desoxicolato. Se han descrito comportamientos similares de los 
puntos de fusión en mezclas de este excipiente con el antifúngico benznidazol 
(Palmeiro-Roldán, R. et al, 2014). 
La representación de los datos calorimétricos de los sistemas micelares SM-
N:DC [1:0.4] (Fig. 20d) y SM-N:DC [1:0.8] (figura 20e) muestra picos 
endotérmicos a 142,03ºC y a 163,46ºC respectivamente. La aparición de un pico 
endotérmico que no se presentaba antes, se pone de manifiesto en los patrones 
de DSC cuando se han formado sistemas micelares. Estos picos se traducen en 
un punto de fusión más elevado a medida que se aumenta la proporción de 
tensoactivo. El pico endotérmico característico de nistatina, desaparece en la 
gráfica de los sistemas micelares, lo que demuestra una reducción de la 
cristalinidad cuando se incrementa la proporción de desoxicolato. La 
disminución del grado de cristalinidad observada en los sistemas micelares 
puede explicarse por el mayor desorden que presentan las moléculas de nistatina 
y desoxicolato (Talukder, R. et al, 2011). 
 
 
4.4.4 Difracción de rayos X (XRPD) 
               En nuestros ensayos, los patrones de XRPD se obtuvieron mediante un 
difractómetro de rayos X (Philips X’Pert-MPD, CAI Difracción Rayos X, 
Farmacia, UCM). Se utilizó radiación monocromática CuK (λ = 1.542 Å) como 
fuente de irradiación de las muestras. El análisis se realizó en un intervalo entre 
5 y 50º (2θ), escaneado con un tamaño de paso de 0.04º y un periodo de 1 s por 
paso en todos los casos, un voltaje de 30 kV y una corriente de 30 mA. 
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La figura 21 contiene la distribución gráfica de los datos XRPD de Nyst pura, 
DC materia prima, la mezcla física de ambos en proporción 1:0,8(v/v) (MF-
N:DC[1:0,8]) y los sistemas micelares de nistatina y desoxicolato en proporción 






















Fig. 21. Difracción de rayos X (XRPD) de DC materia prima (a), Nyst pura (b), mezcla física de ambos en proporción 1:0,8 (MF-
N:DC[1:0,8]) (c) y sistemas micelares de nistatina y desoxicolato en proporciónes 1:0,4 (SM-N:DC [1:0.4]) (d) y 1:0,8 (SM-N:DC 
[1:0.8]) (e). 
Los resultados del DC (figura 21a) muestran varios picos de alta intensidad 
típicos de este tensoactivo de bajo peso molecular a 13,02 º, 14,14º, 15,94º y 
19,26º 2θ. (Palmeiro-Roldán, R. et al, 2014). 
La gráfica de nistatina como materia prima muestra una distribución propia de 
compuestos cristalinos (figura 21b) con picos a 8º, 14º, 16,5º y 20,5º 2θ (Park, 
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La mezcla física de principio activo y tensoactivo, MF-N:DC [1:0,8] (figura 
21c), redujo la intensidad de los picos de ambos componentes, apareciendo un 
pico mayoritario de la nistatina a 14,14º 20,5º 2θ y un pico a 14,10º 2θ que 
puede ser atribuido a la superposición de picos de desoxicolato y nistatina. La 
menor intensidad de estos picos se explicaría por el efecto de dilución de la 
mezcla explicaría este efecto (Cerdeira, AM. et al, 2013). En el sistema micelar 
SM-N:DC [1:0,4] los picos de Nyst y DC prácticamente no se observan, 
apareciendo un ligero halo a 14,10º 2θ y 20,5º 2θ (figura 21d). Este importante 
descenso en la intensidad de los picos se correlaciona con los datos obtenidos en 
microscopía electrónica. La estructura mayoritariamente amorfa observada en 
este sistema micelar ha sido previamente descrita en sistemas de nifedipino 
(Vippagunta, SR. et al, 2002). Sin embargo, la desaparición de los picos de DC 
en el sistema micelar SM-N:DC [1:0,8], como consecuencia de los procesos de 
disolución y secado, es un dato muy relevante de dicho difractograma (figura 
21e). El patrón obtenido se correlaciona con los resultados de microscopía 
electrónica, en cuanto a los cambios de forma y tamaño de la superficie de las 
partículas que corresponde al aspecto de una mezcla amorfa que incluye a la 
nistatina y el desoxicolato. Estos resultados están relacionados con el descenso 
de cristalinidad de las muestras de DC solo después de ser sometidas a este 
proceso, perdidas de los picos de difracción son habituales en procesos que 
incluyen disolución del excipiente y el principio activo y su posterior desecación 
por procesos de congelación o secado (Leonardi, D. et al, 2007; García-Herrero, 
V. et al. 2017). 
 
4.5 Ensayos microbiológicos: 
4.5.1 Ensayo in vitro de actividad antifúngica: 
El estudio de la actividad antifúngica se desarrolló siguiendo el 
procedimiento detallado en el capítulo 4.3.5.1, basado en la técnica de difusión 
en disco y dilución en agar (Jorgensen, JH. et al, 1999). El control negativo se 
llevó a cabo mediante una solución acuosa de desoxicolato de sodio. Como se ha 
descrito previamente, la determinación del halo de inhibición se realizó mediante 
un calibre de precisión. Los ensayos fueron realizados por triplicado, 
representándose sus valores medios y su desviación estándar. En este estudio se 
compararon los halos de inhibición de una solución acuosa de nistatina y del 
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sistema micelar SM-N:DC [1:0,8] a las 24 y a las 72 horas tras el cultivo. Los 
resultados de inhibición del crecimiento antifúngico están representados en la 
tabla 6, con unos tiempos de cultivo de 24 y 72 horas.   
 
Tabla 6. Ensayo de difusión en disco para actividad antifúngica contra Candida albicans CECT 1394 
Muestra Halo de inhibición 24 h (mm) Halo de inhibición 72 h (mm) 
Blanco 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Control 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Suspensión acuosa 20,34 ± 0,42 18,64 ± 0,44 
SM-N:DC [1:0.8] 22,83 ± 0,55 20,34 ± 0,82 
 
En esta tabla se observa que las muestras control no presentaron ningún tipo de 
halo de inhibición de crecimiento y fueron rápidamente contaminadas. La 
suspensión acuosa de nistatina presentó una halo de inhibición de tamaño 
considerable (20,34± 0.42 mm); sin embargo, el sistema micelar SM-N:DC 
(1:0,8) obtuvo tamaños de halo de inhibición mayores, lo que se explicaría por la 
formación de estructuras micelares que minimizan la agregación de las 
partículas de nistatina aumentando la humectabilidad sobre la superficie del 
dispositivo clínico y su difusión en el medio (Ansari, MA. et al, 2014; Jaiswal, 
S. et al, 2015;). Este efecto se puede explicar por la disposición de grupos 
hidrofílicos del tensoactivo sobre la superficie de las partículas de nistatina. De 
hecho, el comportamiento hidrofílico (El-Shabouri, MH., 2002) de las 
estructuras micelares de DC incida probablemente un el aumento de la actividad 
antifúngica. Este resultado confirma las observaciones de microscopia 
electrónica que indicaba una reducción de los agregados de nistatina en estos 
sistemas micelares. Por ello, los sistemas micelares SM-N:DC (1:0,8) aplicados 
como recubrimiento de tubos de silicona redujeron la adhesión inicial de 
Candida albicans. Los halos de inhibición del crecimiento de Candida albicans 
de las formulaciones micelares presentaron tamaños superiores incluso 
transcurridas 72 horas: estos resultados justificarían el uso de los sistemas 
micelares como recubrimiento de dispositivos clínicos en prevención a largo 
plazo contra la contaminación por Candida albicans. 
La interacción entre DC y Nyst, revelada en los ensayos de caracterización de 
XRPD y los análisis DSC, probablemente disminuye la agregación de la 
nistatina y mejora su humectabilidad, características que, podrían explicar el 
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aumento de los halos de inhibición. De hecho, se han conseguido resultados 
similares con sistemas micelares de clorhexidina como recubrimiento de tubos 
de silicona (Tambunlertchai, S. et al, 2017). 
 
4.5.2 Actividad preventiva de la formación de biopelículas 
                Se evaluó la formación de biopelículas fúngicas sobre la 
superficie de materiales de uso clínico utilizando una técnica derivada del 
método clásico de Maki (Maki, DG. et al, 1977). Esta técnica se utiliza como 
método de revelado de contaminación microbiana sobre dispositivos de uso 
clínico. Nuestro método simula la colonización y consecuente adhesión de 
Candida albicans sobre un material clínico de uso extendido.  
4.5.2.1 Formación de la biopelícula 
    Procedimiento “in vitro” de infección de Candida albicans en 
sondas endotraqueales:  
 - se cortó 1 cm
2
 de tubos estériles de silicona Mallinkroft en condiciones 
de esterilidad. 
 - se obtuvo un cultivo de 36 horas de C.albicans cultivado en agar 
Mueller Hinton y se preparó una suspensión fúngica en medio líquido 
YPD usando una torunda estéril, con un contenido de 10
7
 UFC/ml con 
cantidad suficiente para cubrir la parte cóncava del segmento de la sonda.  
- las piezas se colocaron sobre placas Petri estériles con 12 Ml de 
suspensión fúngica y se cultivó durante 48 horas a 31,7 º C. Se añadió 
también una batería de placas de referencia.  
- se realizaron lavados con NaCl 9 
0
/00 dejando escurrir la solución gota a 
gota por el segmento, para eliminar las células no adheridas. El número de 
lavados es importante para eliminar todas las células de Candida albicans 
que no hayan quedado adheridas. Así, se realizó el cultivo del NaCl 9 
0
/00, 
recogido del lavado para cultivo y análisis de colonias fúngicas. Se 
determinó en cinco el número exacto de lavados necesario para que no 
quedaran células libres. 
- el segmento, una vez lavado, se introdujo en tubos de ensayo de 10 ml 
con 3 ml de NaCl 9 
0
/00, y se llevó a vórtex durante 1 min por dos veces. 
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Con esto se consiguen desprender las células adheridas que sí han 
formado biopelículas. 
- se diluyeron 50 µL de la suspensión en NaCl 9 
0
/00, y se cultivó en placas 
de agar Sabouraud dextrosa durante 48 horas. 
- tras el cultivo, se realizó el recuento de colonias formadas con las 
células adheridas. 
- el resultado se extrapoló al volumen inicial y se obtuvo el número de 
UFC de Candida albicans que contiene 1 cm
2
. 
Aplicando este procedimiento es posible comprobar el efecto preventivo o 
inhibitorio de la formación de biopelículas sobre dispositivos 
endotraqueales de las formulaciones desarrolladas. 
Los resultados demostraron que la biopelícula está totalmente formada en 
las primeras 48 horas de cultivo, como ya había sido previamente 
descrito (Finkel, JS. y Mitchell, AP., 2011). Se cultivaron los lavados 
intermedios para evaluar el número necesario de enjuagues que aseguren 
la eliminación de las células planctónicas no adheridas a la superficie del 
material. Los datos, expresados en UFC/cm
2
, como media ± desviación 
estándar, se muestran en la tabla 7. 
 





 (X ± SD) 
1 Incontables 
2 426,7 ± 42,4 
3 102,2 ± 3,15 
4 31,1 ± 12,7 
5 0 
 
El quinto lavado no mostró ningún tipo de crecimiento al cultivar el 
volumen utilizado en el enjuague del material. Con ello podemos 
concluir que no quedan células no adheridas y que los ensayos 
microbiológicos restantes se realizarán sobre células adheridas, que se 
encuentran formando la biopelícula. De hecho, tras el desprendimiento de 
SISTEMAS MICELARES DE NISTATINA 
92 
 
las biopelículas del material y su posterior cultivo, se reveló crecimiento 
de C. albicans sobre las placas de agar: se contabilizaron 135,5 ± 8,8 
UFC demostrando así la formación de la biopelícula. Ensayos previos 
han revelado que la actividad preventiva de la formación de biopelículas 
requiere altas concentraciones de nistatina en suspensión (Dorocka-





4.5.2.2 Ensayo in vitro de prevención de la formación de biopelículas 
 Se evaluó la actividad preventiva de la formación de biopelículas 
mediante la aplicación de nuestro sistema micelar de nistatina y 
desoxicolato SM-N:DC [1:0,8] como profilaxis. El procedimiento es el 
mismo que el descrito previamente en el apartado 2.5.2.1, al que se le 
añade previamente una fase de contacto entre la formulación y 
dispositivos no contaminados durante un periodo de 3 minutos, 
simulando el enjuague de la cavidad bucal o el lavado del dispositivo 
clínico. Nuestra hipótesis se basa en la disminución de las UFC 
contabilizadas tras un contacto con nuestra formulación como profilaxis. 
El ensayo se realizó comparando la actividad de una suspensión acuosa 
de nistatina y la de nuestro sistema micelar SM-N:DC [1:0,8]: se 
suspendió la cantidad adecuada del polvo de cada formulación en agua 
para obtener una concentración de 15 mg/ml. Se dispuso, además, una 
batería de placas control positivo, que contenía piezas de los dispositivos 
clínicos sin contacto con nistatina, con el fin de asegurar la formación de 
la biopelícula. El control negativo (blanco) del ensayo se realizó 
mediante placas en blanco que contenían solventes no contaminados. 
Los resultados del ensayo de prevención de formación de biopelículas se 
muestran en la tabla 8. Así, C. albicans demostró capacidad de 
adherencia y confirmó la formación de biopelículas en las placas control 
que no contenían formulaciones activas. Se contabilizaron un número 
medio de aproximadamente 142 UFC/cm
2
. No se obtuvo crecimiento en 
las placas utilizadas como blanco. 




Tabla 8. Efecto preventivo de la adhesión y la formación de biopelículas de C.albicans CETC 1394 
 UFC/cm
2 
± SD Adhesión (%) p-valor vs control 
Control 141,10 ± 11,7 100,0 --- 
Suspensión acuosa 112,5 ± 10 79,7 p= 0,003 
SM-N:DC (1:0.8) 82,20 ± 12 58,2 p= 0,0054  
 
La aplicación de la suspensión acuosa de nistatina redujo la adherencia y 
la formación de biopelículas por C. albicans en alrededor de un 20%, 
valor que presenta diferencias estadísticamente significativas frente al 
control (p= 0,003). La estructura cristalina de la nistatina, revelada en los 
ensayos de XRPD y DSC, se relaciona con altos valores de 
hidrofobicidad, provocando la formación de agregados de partículas del 
principio activo. Este hecho, unido a la baja solubilidad acuosa, se 
traduce en la reducción de la actividad antifúngica preventiva de la 
formación de biopelículas. Sin embargo, el sistema micelar (SM-N:DC 
[1:0,8]) es capaz de inhibir la adherencia del hongo y la formación de la 
biopelícula por encima del 40%. La reducción de la formación de la 
biopelícula producida por el sistema micelar de nistatina y desoxicolato 
presenta datos estadísticamente relevantes (p= 0,0054), al ser comparadas 
con la suspensión acuosa de nistatina. Hemos podido comprobar, en los 
ensayos de rayos X y DSC, que estos sistemas micelares, con cantidades 
elevadas de tensoactivo, provocan una mayor interacción de las 
moléculas de nistatina con la estructura hidrofílica del desoxicolato. Este 
aumento de las propiedades hidrofílicas potencia la penetración y 
adsorción de nistatina en la superficie del material clínico, como se ha 
descrito en otros sistemas micelares con este principio activo que 
incorporaban Tween y Cremophor como tensoactivos (Li, J. et al, 2010). 
Varios autores han demostrado la inhibición de la formación de 
biopelículas utilizando otros principios activos antifúngicos a los que se 
les ha potenciado las características hidrofílicas (Jaiswal, S. et al, 2015).  
 




4.6 Discusión parcial 
 El uso de tensoactivos como medio para mejorar la estabilidad y la actividad 
antifúngica de las suspensiones de nistatina puede ser una alternativa adecuada 
para el manejo de este fármaco. Aunque, a priori, podrían utilizarse tanto 
tensoactivos no iónicos (labrasol) como tensoactivos aniónicos (desoxicolato de 
sodio), las diferencias obtenidas entre ambos con respecto a la actividad 
antifúngica y el tamaño de partícula orientan a la utilización de desoxicolato de 
sodio como base del sistema micelar. De hecho, la formación de micelas con 
este tensoactivo posibilita la reducción de la agregación de partículas de 
nistatina, la transformación de estados cristalinos a estados amorfos y, en 
definitiva, una reducción de la cristalinidad del sistema, como hemos podido 
comprobar en los ensayos de microscopía electrónica, rayos X y calorimetría 
diferencial de barrido. Tanto la actividad antifúngica, como la actividad 
preventiva de la formación de biopelículas testada en ensayos in vitro tras su 
administración, aportan datos relevantes para la utilidad de la nueva 
formulación. Así, aunque hay que valorar diferentes parámetros presentes en 
situaciones clínicas, la posibilidad de utilizar nuestra formulación, tanto como 
tratamiento como profilaxis, ha demostrado ser una buena alternativa por: su 
actividad antifúngica contrastada, su baja toxicidad y su fácil manejo. 
Confiriendo a los sistemas micelares unas perspectivas de tratamiento para la 
candidiasis bucofaríngea en pacientes críticos, minimizando la contaminación 
reiterada de dispositivos biomédicos. Sin embargo, deben realizarse estudios 
futuros valorando la adición de transportadores hidrofílicos, que aumenten aún 
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V. DISPERSIONES SÓLIDAS DE NISTATINA. 
5.1 Introducción 
 La solubilidad acuosa comprometida de diversos principios activos 
(como es el caso de nistatina) constituye uno de los problemas más importantes 
que dificultan el desarrollo de formulaciones activas con estas sustancias 
(Thayer, AM., 2010). Ya hemos demostrado que el uso de sistemas micelares 
puede ser una buena estrategia para conseguir una mejoría de la actividad 
antifúngica y preventiva de la formación de biopelículas como consecuencia de 
la reducción de la cristalinidad y el tamaño de las partículas de nistatina 
(Benavent, C. et al, 2019). Además de estos sistemas micelares, planteamos la 
hipótesis de realizar una formulación con nistatina utilizando una dispersión 
sólida, debido al gran interés que ha presentado este tipo de sistemas en el 
desarrollo farmacotécnico de fármacos poco solubles (Brough, C. y Williams,  
RO., 2013), como puede observarse en las aprobaciones de registro de nuevos 
medicamentos por la Federal Drug Administration (FDA) americana (Tabla 9). 
Se ha utilizado la tecnología de dispersiones sólidas para desarrollar 
formulaciones que requieren elevada carga de dosis (como Incivek, con 375 mg 
por unidad) o con elevada temperatura de fusión que implica tendencia a 
cristalizar (Kalydeco). Los polímeros más utilizados son pirrovinilpirrolidona 
(PVP) y derivados, y la familia de la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 
(Huang, Y. y Dai, WG., 2014).  
















Cesamet Nabilona PVP 1 160 — 1985 
Sporanox Itraconazol HPMC 100 166 Evaporación 1992 





PVP/VA 200/50 125/122 Fusión 2005 
Intelence Etravirina HPMC 200 265 Evaporación 2008 
Zotress Everolimus HPMC 0,75 115 Evaporación 2010 
 Novir Ritonavir PVP/VA 100 122 Fusión 2010 
Onmel Itraconazol HPMC 200 166 Fusión 2010 
Incivek Telaprevir HPMCAS 375 246 Evaporación 2011 
Zelboraf Vemurafenib HPMCAS 240 272 Co-
precipitación 
2011 
Kalydeco Ivacaftor HPMCAS 150 291 Evaporaci  2012 
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Se han definido las dispersiones solidas como aquellas dispersiones de una o 
varias sustancias de carácter hidrofóbico con actividad farmacológica en el seno 
de un transportador inerte o matriz en estado sólido y de naturaleza hidrofílica 
(Habib, MJ., 2000). La matriz, que puede estar constituida por un polímero o por 
moléculas de pequeño tamaño, puede presentarse en estado cristalino o en forma 
amorfa. La disposición de las moléculas de la matriz y del principio activo, 
origina diferentes estructuras de disposición y ordenamiento. Dichas estructuras 
están representadas en la figura 22, donde es posible observar las partículas 
cristalinas del fármaco (hexágonos rojos) y la estructura matricial del polímero 
(líneas azules): en función de su disposición encontramos A) la estructura ideal 
con el fármaco dispersado molecularmente en el seno de la matriz; B) un sistema 
matricial en el que ha cristalizado el principio activo fuera de la matriz y C) la 
matriz contiene alta carga de principio activo en estado amorfo (Huang, Y., y 
Dai, WG., 2014). 
El desarrollo de las dispersiones sólidas comenzó en la década de 1960 por 
Sekiguchi y Obi (Sekiguchi, K. y Obi, N., 1961) y, desde entonces, siguen 
constituyendo una de las técnicas más prometedoras para el desarrollo de 
formulaciones con fármacos de baja solubilidad (ver tabla 9). Se han realizado 
dispersiones solidas con diferentes estados incluyendo mezclas eutécticas 
(Sekiguchi, K. y Obi, N., 1961), estados cristalinos en solución o suspensiones 
con transiciones cristalino/amorfo (Chiou, WL. y Riegelman, S., 1971).  Los 
fármacos en estructura amorfa representan el estado energético más elevado 
alcanzable en estado sólido y presentan importantes ventajas en cuanto a su 
solubilidad aparente (Janssens, S. y Van den Mooter, G., 2009). En las 
dispersiones sólidas, el tamaño de partícula de los principios activos, puede 
alcanzar el tamaño molecular, favoreciendo su solubilidad acuosa (Vippagunta, 
SR. et al, 2007). 




Fig. 22. Posibles estructuras en una dispersión sólida, con las moléculas del fármaco como hexágonos rojos y el polímero matriz 
como líneas azules: A) estructura ideal, dispersión molecular del fármaco en la matriz; B) un sistema matricial con cristalización del 
principio activo fuera de la matriz y C) presencia de principio activo en estado amorfo en el seno de la matriz. 
 
Las dispersiones sólidas se han clasificado tradicionalmente en tres generaciones 
(Vasconcelos, T. et al, 2007), atendiendo a la naturaleza de las sustancias 
conformadoras de la matriz, la disposición molecular y la posible adición de 
tensoactivos: 
- Primera generación: los transportadores hidrofílicos de primera generación 
eran moléculas de elevada cristalinidad como azúcares o urea. Como 
ejemplos, encontramos la primera dispersión sólida formulada: el sistema 
eutéctico diseñado por Sekiguchi y Obi (Sekiguchi, K. y Obi, N., 1961) que 
combinaba sulfatiazol y urea. Los ejemplos son abundantes en la 
bibliografía, como el sistema de ácido salicílico y urea (Collett, JH. et al, 
1976) o ibuprofeno y xilitol (Greenhalgh, DJ. et al, 1999). El problema de 
los sistemas de primera generación es la menor velocidad de disolución de 
los principios activos cuando continúan en estado cristalino. 
- Segunda generación: se diseñaron para solventar los problemas de la primera 
generación: son capaces de obtener un tamaño de partícula de la sustancia 
activa de rango molecular, lo que hace que se presente en estado amorfo y 
aumente la velocidad de disolución. Actualmente, son las que más se utilizan 
y dentro de este grupo encontramos transportadores hidrofílicos de 
naturaleza polimérica, como copovidona, polivinilpirrolidona, 
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). En los medicamentos recogidos en la 
tabla 9, la mayoría de los transportadores son de segunda generación, debido 
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a su fácil manejo. Se clasifican según la disposición molecular que adoptan 
los transportadores y la sustancia activa: así encontramos soluciones sólidas, 
suspensiones sólidas o mezclas de ambos (Ouyang, D. y Smith, SC., 2015). 
- Tercera generación: surgieron al dotar al transportador de propiedades 
autoemulgentes o de actividad en superficie. Los transportadores de estas 
dispersiones sólidas presentan carácter tensoactivo o están formados por 
mezclas de surfactantes y polímeros, como combinación de polietilenglicol y 
polisorbato 80 (Dannenfelser, RM. et al, 2004). Este tipo de sistemas es 
capaz de aumentar la estabilidad del fármaco durante un periodo más 
prolongado y mejoran considerablemente la biodisponibilidad de fármacos 
de baja solubilidad. 
- Cuarta generación: de aparición más reciente, se han utilizado dispersiones 
sólidas asociadas a sistemas de liberación controlada para mejorar el perfil 
de liberación de fármacos poco solubles y con una vida media corta (Vo, CL. 
et al, 2013). La sustancia activa es liberada de forma prolongada, por un 
mecanismo de difusión y erosión, a partir de los transportadores de 
solubilización o de polímeros hinchable en los que previamente se ha 
dispersado molecularmente. Entre los polímeros más utilizados se 
encuentran etilcelulosa, óxido de polietileno (PEO), Eudragit, Kollidon, … 
Se han descrito 3 procedimientos de preparación de dispersiones sólidas que cuentan 
con aplicación en la industria farmacéutica (Brough, C. y Williams, RO., 2013; 
Ghule, P., 2018). 
1. Método de fusión: ampliamente utilizado, este método fue la base del 
desarrollo de las primeras dispersiones sólidas. El procedimiento general 
consiste en la fusión simultánea del fármaco y el transportador, lo que 
permite la inclusión de cada uno de los componentes en el otro, debido al 
aumento de la movilidad molecular (Ouyang, D. y Smith, SC., 2015). Tras la 
fusión hay una fase de enfriamiento (baño de hielo, inmersión en nitrógeno 
líquido, extensión sobre placas inoxidables y secado en seco…). Entre los 
principales inconvenientes se encuentran la degradación que se produce 
durante el calentamiento hasta alcanzar la temperatura de fusión o la 
miscibilidad incompleta debido a la gran viscosidad de los transportadores 
en estado fundido. Para paliar dichos inconvenientes, se desarrolló el método 
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de extrusión de fusión caliente (Karanth, H. et al, 2006). Este método 
presenta mucha versatilidad en la elaboración de diferentes formas 
farmacéuticas, como polvos, gránulos y parches. Se ha testado como método 
de preparación de dispersiones sólidas de antifúngicos con solubilidad 
acuosa reducida (Thiry, J. et al, 2016).  
2. Método de evaporación del solvente (solvent evaporation method): en este 
método tanto la sustancia activa como el transportador se solubilizan en un 
disolvente, generalmente orgánico, que es evaporado en una segunda fase 
(Saharan, VA. et al, 2009). Existen diferentes métodos en función de la 
forma de eliminación del disolvente: secado a vacío, evaporación a baja 
temperatura, por secado y evaporación a temperatura ambiente, uso de 
rotavapor, uso de nitrógeno, liofilización (Tang, X. y Pikal, MJ., 2004), 
secado por pulverización (spray drying) (Cal, K. y Sollohub, K., 2010) o uso 
de fluidos supercríticos (Thakkar, F. et al, 2009).  
3. Co-precipitación: este método es útil para aquellos fármacos que presenten 
puntos de fusión muy elevados y sean prácticamente insolubles en los 
disolventes orgánicos de usos habitual (Shah, N. et al, 2013). El 
procedimiento general se basa en la disolución del transportador en agua y 
del fármaco en un disolvente orgánico. Se dispersa la solución acuosa sobre 
la solución orgánica, y se evaporan los disolventes por calentamiento. 
(Nokhodchi, A. et al, 2007). 
 
 
La solubilidad acuosa de Nistatina es de 4 mg/mL a 30ºC, lo que compromete 
seriamente el uso de un excipiente acuoso para la preparación de enjuagues o 
formulaciones de uso oral. Nistatina sí es soluble en disolventes orgánicos como 
cloroformo, dimetilsulfóxido y otros disolventes orgánicos (Remington, JP. y 
Gennaro, AR., 2000).  
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Se han ensayado dispersiones sólidas de nistatina, formuladas como 
comprimidos mucoadhesivos de uso oral, en las que se ha comprobado la mejora 
de la solubilidad de este principio activo (Arch Sakeer, K. et al, 2010). En dichos 
ensayos se utilizó una mezcla de nistatina y lactosa en proporción 1:3 que se 
mezcló con goma xantán. Los resultados demostraron una liberación del 
principio activo más rápida en las dispersiones sólidas que en las mezclas físicas 
y que en las formulaciones con tensoactivos. En la misma proporción 1:3 de 
principio activo y excipiente, se han ensayado dispersiones sólidas de otro 
fármaco antifúngico, clotrimazol, que también presenta problemas de solubilidad 
comprometida (Madgulkar, A. et al, 2016). El excipiente utilizado fue manitol y 
fue capaz de mejorar la solubilidad de clotrimazol en más del 75% con respecto 
a la que presenta la suspensión directa del principio activo en agua. Por ello, 
para tratar de mejorar la solubilidad acuosa de nistatina y con ello su actividad 
antifúngica y preventiva de formación de biopelículas, se planteó la posibilidad 
de realizar una dispersión sólida (Sekiguchi, K. y Obi, N., 1961), utilizando el 
método de evaporación del solvente (Tachibana, T. y Nakamura, A., 1965). Ante 
la necesidad de disponer de un transportador conformador de la matriz atóxico, 
inerte, bien tolerado y de fácil disponibilidad, se valoró la utilización de un 
compuesto polisacarídico, Maltodextrinas (Maltrin ®), excipiente de amplio uso 
y excelentes resultados tanto en industria farmacéutica (Durham, PG. et al, 
2016) como a nivel de industria alimentaria (Lan, Y. et al, 2019). 
 
5.2 Material y métodos: 
5.2.1 Materiales: 
 Agar simple DIFCO. 
 Agar Sabouraud  - Dextrosa DIFCO. 
 Agar Mueller – Hinton PANREAC. 
 Agua desionizada (Milli-Q, Millipore). 
 Azul de metileno. 
 Candida albicans CECT 1394 
 Cloruro de sodio P.A. PANREAC. 
 Discos antibióticos Neo Sensitabs ®. 
 Dimetilacetamida PANREAC. 
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 Glucosa P.A. PANREAC. 
 Maltodextrina Maltrin ® GPC. 
 Medio YNB DIFCO. 
 Nistatina FRAGON 
 Sondas de silicona Mallinkroft ® 
 
5.2.2 Aparatos y equipos: 
 Agitador magnético-calefactor RCT basic. Ika Labortechnik 
(Germany). 
 Agitador vórtex. 
 Aparato de calorimetría diferencial de barrido Mettler Toledo 
DSC 3, controlador TA. 
 Aparato de disolución ERWEKA DT-80. 
 Asa de siembra. 
 Autoclave HA-3D. Hirayama Manufacturing Corporation (Japón). 
 Balanza Mettler AG 104. Mettler-Toledo GmbH 
(Schwerzenbach). 
 Balanza Microanalítica Sartorius M5P Serie 30303388. 
 Calibrador vernier o pie de rey. 
 Celdas transdérmicas P/N 65-190-047 de 0,5mm de luz demalla. 
 Centrifuga Hettich D-78532, Tuttlingen, Alemania. 
 Cristal violeta (violeta de genciana). 
 Cubeta de cuarzo de 1cm x 1cm. Hellman. Referencia QS 1000. 
 Difractómetro de rayos X Philips X’Pert-MPD. 
 Envases de vidrio Tipo I. 
 Espátulas de acero inoxidable. 
 Espectrofotómetro UV-Vis Pharma Spec UV-1700. 
 Espectrofotómetro Beckman UV-visible DU-6. Beckman 
Instruments, Inc. (United Kingdom). 
 Espectrofotómetro IR Perkin Elmer Spectrum 100 Serie 77513. 
 Estufa de incubación 30 ºC - 200 ºC Memmert. 
 Gradillas. 
 Jeringas graduadas de 5 ml. 
 Matraces aforados de vidrio de 10, 25, 50 y 100 ml. 
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 Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml. 
 Mechero Bunsen. 
 Micropipetas Eppendorf Research Variables de 0,01-0,1 ml; 0,1-1 
ml y de 0,5-5 ml. Eppendorf (Hamburgo, Alemania). 
 Microscopio electrónico de barrido Jeol JSM-6400. 
 Mortero y pistilo. 
 Nevera programada a 4 °C. Corberó. 
 Pipetas de vidrio graduadas. 
 Pipetas Pasteur desechables de plástico de 2 ml. 
 Placas Petri desechables de poliestireno de 14 mm x 90 mm. 
 Puntas de plástico correspondientes a las micropipetas de 0,01-0,1 
ml; 0,1-1 ml y de 0,5-5 ml Eppendorf. 
 Probetas de vidrio graduadas. 
 Purificador de agua Milli-Q Millipore. 
 Teflones de agitación magnética. 
 Tubos de ensayo de plástico y de vidrio. 
 Tubos Eppendorf de 1,5 ml. 
 Vasos de precipitados de vidrio. 
 Varillas de vidrio. 
 
 
5.2.3 Diseño de la formulación:  
La formulación ha sido optimizada en el laboratorio siguiendo dos premisas:  
- la utilización de la mínima cantidad posible de disolvente orgánico  
- la capacidad de adsorción máxima del excipiente  
Las dispersiones sólidas de nistatina, en las que se ha demostrado mejoría de la 
solubilidad del principio activo (Arch Sakeer, K. et al, 2010), se han formulado 
utilizando lactosa como transportador constituyente de la matriz. Así, elegimos 
maltodextrinas como excipiente, ya que son compuestos de uso frecuente, 
inocuos y de naturaleza polisacarídica. 
5.2.3.1 Maltodextrina: 
 Se trata de una mezcla de polímeros sacarídicos de D-glucosa 
obtenidos por hidrólisis ácida o enzimática de almidones de uso 
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alimentario. Tras ello, se someten a filtrado, concentración y secado. Es 
un polvo o granulado inodoro, blanco o casi blanco y sin sabor dulce. Es 
muy fácilmente soluble en agua y poco soluble en etanol de 96 º (Rowe, 
R. et al, 2009). Su estructura química de fórmula variable (C6H10O5) n, 
tiene un peso molecular que oscila entre los 900 y los 9000 Da. La 
estructura química puede apreciarse en la figura 23, donde pueden 
observarse cadenas poliméricas de glucosa de longitud variable. 
 
Fig. 23. Estructura química de la Maltodextrina 
 
Usos: tiene un amplio uso en industria farmacéutica, siendo un excipiente 
que se utiliza como diluyente de cápsulas y comprimidos, tanto en 
compresión directa (Papadimitriou, E. et al, 1992) como en granulación 
por vía húmeda (Symecko, CW. et al, 1993), como agente de 
recubrimiento en solución acuosa para comprimidos, y para aumentar la 
viscosidad (evita cristalizaciones en preparaciones líquidas orales). Ha 
presentado utilidad como excipiente formador de matriz, debido a su 
capacidad de adsorción en superficie, en emulsiones o/w redispersables 
―spray-dried‖, aumentando la biodisponibilidad de fármacos de 
solubilidad comprometida (Dollo, G. et al, 2003). Tiene aplicaciones 
terapéuticas directas en suplementos de nutrición oral, ya que aportan 
mayor densidad calórica que los azúcares simples (Rowe, R. et al, 2009). 
El porcentaje de uso de maltodextrinas varía según el uso al que se 
destine, como puede observarse en la tabla 10. Como podemos 
comprobar el rango de uso es amplio, llegando hasta el 99% de 









Tabla 10. Porcentaje de dosificación de maltodextrina 
Función Porcentaje de dosificación 
Diluyente 10-99% 
Aglutinante: 
- Vía húmeda 




Agente de recubrimiento 2-10% 
Viscosizante 5-20% 
Regulador de osmolaridad 10-50% 
 
Seguridad: se trata de hidratos de carbono fácilmente digeribles por lo 
que se considera seguro (GRAS) como ingrediente de consumo humano 
directo en las proporciones a las que se suele utilizar en las prácticas de 
desarrollo actuales. Como excipiente, se considera de forma general 
como no irritante ni tóxico. (H Grain Processing Corporation, 2008). 
Puede experimentar reacciones de Maillard en ciertas condiciones de pH 
y temperatura o ante la presencia de agentes oxidantes, produciéndose la 
aparición de coloración amarilla o parda, que no presenta ningún tipo de 
toxicidad. 
  
5.2.3.2 Elaboración de la formulación 
 La técnica de obtención de la dispersión sólida fue el método de 
evaporación del solvente (Saharan, VA. et al, 2009). 
 
5.2.3.2a Procedimiento general de elaboración de dispersión sólida por 
evaporación del disolvente 
1- Pesada de las materias primas 
2- Disolución del principio activo en el disolvente 
3- Absorción de la solución sobre el excipiente  
4- Evaporación del disolvente 
5- Pulverización y tamización 
 
5.2.3.2b Disolución de nistatina en NN-Dimetilacetamida:  
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 Según los datos bibliográficos (Remington, JP. y Gennaro, AR., 
2000), la nistatina es un compuesto fácilmente soluble en disolventes 
orgánicos como dimetilsulfóxido (DMSO) o dimetilformamida (DMFA). 
Dentro de la misma familia de disolventes orgánicos, se encuentra la 
dimetilacetamida (DMAc). DMAc es un disolvente frecuente en 
formulaciones inyectables y orales (Strickley, RG., 2008), que se 
considera generalmente como no tóxico cuando se usa como excipiente, 
aunque tiene carácter irritante para mucosas y ojos. Ha demostrado 
utilidad como cosolvente en la solubilización de fármacos poco solubles 
(Kawakami, K. et al, 2006) o en la administración parenteral de péptidos 
de pequeño tamaño (Larsen, SW. et al, 2004). Según ciertos estudios, 
este disolvente puede afectar el tamaño molecular y el grado de 
liberación de sustancias formuladas en nanopartículas (Jeon, HJ. et al, 
2000).  
DMAc se incluye como disolvente de clase 2 en la clasificación que la 
Agencia Europea del Medicamento (EMA) establece sobre disolvente 
orgánicos (European Medicine Agency,2018). Las directrices del 
organismo europeo limitan el uso de este disolvente debido a la toxicidad 
inherente que presenta. En la tabla 11 pueden observarse las dosis diarias 
permitidas (PDE) (mg/día) y las concentraciones máximas (ppm). La 
elevada solubilidad de la DMAc y la existencia de dosis diarias 
permitidas mayores que para otros disolventes de su misma familia, nos 
hacen seleccionar este disolvente para nuestros estudios. 
 
Tabla 11. Dosis máximas diarias y concentraciones permitidas de varios disolventes orgánicos (extraído de Table 2 





1,2- Dicloroetano 18,7 1870 
Diclorometano 6,0 600 
1,2- Dimetoxietano 1,0 11 
N,N-Dimetilacetamida 10,9 1090 
N,N-Dimetilformamida 8,8 800 
1,4-Dioxano 3,8 380 
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La dosis máxima diaria de DMAc de 10,90 mg/día se establece mediante 
el cálculo recogido en los documentos toxicológicos de la FDA (Federal 
Drug Administration, 1998). En este documento se ha valorado distintos 
tipos de toxicidad del disolvente en animales: se obtuvieron resultados 
negativos en genotoxicidad en varios test en ratas y hepatocitos 
(McGregor, DB., 1980; Zeiger, E. et al, 1988); no se observaron efectos 
carcinotóxicos (Malley, LA. et al, 1995); ni sobre el embarazo y la 
lactancia (Ferenz, RL. y Kennedy, GL., 1986). 
Se realizaron varios ensayos en el laboratorio, para obtener el dato 
experimental de solubilidad de Nistatina en DMAc, utilizando el 
volumen mínimo de disolvente hasta la completa disolución de Nistatina. 
Los resultados pueden comprobarse en la tabla 12. Las soluciones se 
prepararon en un vaso de precipitados de 10 ml, en los que se añadía la 
cantidad de nistatina a disolver (medida en balanza de precisión) y el 
volumen específico de DMAc. Se llevó a agitación con agitador 
magnético hasta la disolución final del polvo de nistatina. Se obtiene una 
solución líquida de color pardo intenso, altamente viscosa y con un olor 
amoniacal característico, derivado del disolvente.  
Tabla 12. Ensayo de disolución de Nistatina en DMAc. 
Nistatina (mg) Volumen DMAc (mL) Disolución 
300 3 SI 
300 2 SI 
300 1 Si 
300 1,5 Si 
300 0,8 SI 
300 0,7 NO 
300 0,5 NO 
 
Con los resultados de disolución de nistatina en DMAc, ajustamos la 
solubilidad de la nistatina en dicho disolvente en 375 mg/ml. Se ajusta 
esta solubilidad para realizar ensayos posteriores.  
 
 
5.2.3.2c Cálculo de la proporción nistatina: maltodextrina 
Como ya se ha descrito, se han ensayado previamente 
dispersiones sólidas de nistatina con lactosa (Arch Sakeer, K. et al, 
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2010). En dichos ensayos, en los que se formuló nistatina como 
comprimidos mucoadhesivos, la proporción de principio activo y 
excipiente fue de 1:3. Nuestros ensayos tomaron este dato como base 
para el desarrollo de la formulación de dispersiones sólidas y se realizó la 
evaluación experimental en un intervalo de proporciones que comprendía 
1:1, 1:4, 1:6 y 1:8.  Tras la desecación y la pulverización se obtuvieron 
diferentes fracciones pulverulentas de coloración amarillenta (más oscuro 
a mayor contenido de nistatina). En la formulación 1:1 se detectaron 
aglomerados de partículas de maltodextrinas y nistatina de elevada 
dureza y extremadamente difíciles de pulverizar. La homogenización 
mejoró a partir de la proporción 1:4, siendo máxima en la 1:6. Con la 
proporción 1:8, se mejoraba la pulverización, pero se presentaba una 
consistencia demasiado pulverulenta debido al exceso en la mezcla de 
maltodextrinas. Este hecho nos llevó a seleccionar proporciones entre 1:4 




5.2.3.2d Etapa de evaporación del disolvente 
 La etapa de evaporación del disolvente se ensayó de varias 
formas, anotándose como resultado el tiempo de evaporación total. 
DMAc es un compuesto orgánico volátil que evapora a temperatura 
ambiente, concretamente a 16,5ºC (Rowe, R. et al, 2009). Así, se ensayó 
la etapa de desecación en estufa a temperatura moderada (40ºC) y a 
temperatura ambiente (20ºC). Se ensayó también la desecación en estufa 
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Fig. 24. Desecación de las muestras de nistatina: maltodextrina 1:5 a distintas temperaturas. 
 
Los resultados obtenidos tras el proceso de evaporación determinaron 
que, en todas las condiciones de temperatura ensayadas, se produce la 
evaporación total de la dispersión sólida. Sin embargo, el proceso varía 
en el tiempo según la temperatura: así, a temperatura ambiente, la 
evaporación total se produce a los cinco días. El proceso se acelera si 
utilizamos una fuente de calor, al introducirse la muestra en estufa. A una 
temperatura de 80ºC, el proceso se completó a las 48 horas, siendo el 
resultado más rápido de los tres. Sin embargo, como puede apreciarse en 
la figura 22, en el polvo resultante aparece una coloración oscura, que 
probablemente sea debida a una reacción de Maillard sufrida por la 
maltodextrina o a un proceso de degradación de la nistatina que conlleve 
oscurecimiento. Esta degradación no se percibe cuando la evaporación se 
realiza a 40ºC (figura 25), aunque el tiempo final del proceso se alargue 
24 horas más. Por ello, consideramos la evaporación en estufa a 40ºC 
como la manera óptima de eliminar el disolvente de las muestras. 
 
          
Fig. 25. Fotografía de la dispersión sólida pulverizada tras desecación a 80 ºC y 40º C. 
 
 
5.2.4 Procedimiento final de obtención de dispersión sólida 
 Los datos experimentales obtenidos en los distintos ensayos se aplicaron 
a la técnica general para formular la dispersión sólida 
1- Se pesó, en balanza de precisión, la cantidad de Nistatina determinada, 
para obtener una concentración de 15 mg/ml. 
2- Se disolvió en una cantidad determinada de NN-DMAc, considerando la 
solubilidad experimental de nistatina de 375 mg/ml. La disolución se 
llevó a cabo mediante agitación magnética. 
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3- Se extendió la disolución saturada de Nistatina sobre una cantidad 
determinada de Maltodextrina en proporción 1:6 en una placa Petri, 
homogeneizando hasta obtener una pasta uniforme. 
4- Se introdujo la pasta en una estufa a 40ºC durante 72 horas. 
5- Tras la evaporación total del disolvente, se obtuvo una costra dura sobre 
la superficie de la placa (figura 26). 
 
Fig. 26. Costra de dispersión sólida obtenida tras la evaporación del solvente. 
a. Se pulverizó la costra resultante en el mortero, obteniéndose un sólido 
pulverulento. 
5.2.5 Método estadístico 
 Las muestras de los ensayos farmacotécnicos y microbiológicos in vitro 
se realizaron por triplicado, expresando el resultado como valor medio ± 
desviación estándar. Los resultados de carga de nistatina oral han sido 
expresados como resultado medio de concentración en mg ó porcentaje ± 
desviación estándar Las diferencias significativas se calcularon mediante tabla 
ANOVA utilizando el test de Mann-Whitney y se compararon grupos pareados 
con el test de Tukey. Valores de P inferiores a 0,05 se consideran diferencia 
significativa. 
 
5.3 Ensayos de caracterización farmacotécnicos 
 De la misma forma que en el estudio del sistema micelar de nistatina y 
desoxicolato 1:0,8 (SM-N:DC [1:0,8]) (ver capítulo 4.4) se aplicaron técnicas de 
microscopía electrónica (SEM), calorimetría diferencial de barrido (DSC) y 
análisis por difracción de rayos X en polvo (XRPD), la caracterización 
fármacotécnica de la dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (DS-
N:MD [1:6]) se realizó siguiendo idénticos procedimientos. Mediante las 
técnicas citadas se realizó el estudio comparativo de la dispersión sólida (DS-
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N:MD [1:6]), la mezcla física de nistatina y maltodextrina en la misma 
proporción (MF-N:MD [1:6]) y una suspensión acuosa de nistatina. Tanto de la 
mezcla física como de la dispersión sólida se ensayaron, además, proporciones 





a) Suspensión acuosa: los resultados obtenidos fueron idénticos a los obtenidos en 
los ensayos de los sistemas micelares (cap. 5.4.1.a): mediante un proceso de 
suspensión simple de nistatina en agua (15mg/ml), se consigue una suspensión 
de color amarillento. Los precipitados de nistatina sólida aparecen rápidamente 
y se acumulan en el fondo, aunque pueden resuspenderse fácilmente tras 
agitación manual. La nistatina se recristalizó por evaporación del disolvente a 
40ºC durante 24 horas. El polvo obtenido se coloca en viales sellados en un 
desecador con sílica gel a temperatura ambiente. 
b) Mezcla física: se mezcló manualmente nistatina y maltodextrina en un 
mortero de cerámica con una espátula polimérica. La mezcla física 1:5 
de ambas sustancias originó un polvo de color amarillento muy pálido. 
En las mezclas física 1:3 y 1:4 la coloración es más intensa y oscura 
debido a la mayor proporción del principio activo. La mezcla física 1:6 
originó la coloración más débil de todas. En todos los casos, la 
reconstitución en solución acuosa originó una suspensión mucho más 
estable que la suspensión acuosa de nistatina. Los primeros precipitados 
aparecen a partir de los 60 minutos y pueden redispersarse rápidamente. 
c) Dispersión sólida: se prepararon las dispersiones sólidas en proporción 
1:1, 1:4, 1:6 y 1:8, siguiendo el procedimiento de elaboración descrito 
en el capítulo 5.2.4. Tras la obtención del polvo, la fracción fue 
tamizada por una luz de malla entre 1,2 y 0.1 mm y fue conservado en 
viales sellados en un desecador con gel de sílice para eliminar el resto 
de humedad. La reconstitución de las dispersiones sólidas originó 
suspensiones de color amarillento homogéneas y realmente estables (los 
precipitados no aparecen hasta pasadas 48 horas) (figura 27). Este 
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hecho facilita la dosificación de la dispersión sólida y su efecto en la 
mucosa de la cavidad oral, ya que, al mejorar la estabilidad, 
probablemente mejore su actividad. 
 
Fig. 27. Dispersión sólida suspendida en agua bidestilada 
5.3.2 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 El ensayo se realizó con el mismo aparato, técnica y medios que se 
describen en el capítulo 4.4.2. Las imágenes mostradas fueron aumentadas en 
toma secundaria para identificar la morfología de superficie.  
Las microfotografías obtenidas con el microscopio electrónico de barrido se 
recogen en las siguientes imágenes (figuras 28-41). En ellas, se recogen 
imágenes de nistatina como materia prima, maltodextrinas como excipiente 
puro, la mezcla física de ambos en proporción 1:1 (MF-N:MD [1:1]) y 1:6 
(MF-N:MD [1:6]) y las dispersiones sólidas de Nistatina:maltodextrina con 
proporciones 1:1 (DS-N:MD [1:1]), 1:4 (DS-N:MD [1:4]), 1:6 (DS-N:MD 
[1:6]) y 1:8 (DS-N:MD [1:8]): 
 - la nistatina pura se muestra en la figura 28 con un aumento de 
6000x, en la que se observan pequeños cristales ortorrómbicos de 
principio activo de unos 3-6 µm. Estos cristales tienden a unirse 
formando agregados de gran tamaño, como puede comprobarse en la 
figura 29, que dificultan la velocidad de cesión y la suspensión en el 






























Fig. 29. Microfotografía de nistatina (3000x). 
 - la figura 30 recoge la morfología de las maltodextrinas con un 
aumento de 1000x, donde se percibe la presencia de dos poblaciones de 
partículas, mostrando una mayoría de partículas esféricas de pequeño 
tamaño (3-6 µm) y la presencia de partículas aisladas de mayor tamaño 
(20-50 µm). La morfología esférica se observa claramente en la figura 

































Fig. 31. Microfotografía de maltodextrina (3000x). 
 - la mezcla física de nistatina y maltodextrinas en proporción 1:1 
se recoge en la figura 32, observándose la presencia de grandes partículas 
esféricas de excipiente (de entre 20- 50 µm), entre los agregados de los 















Fig. 32. Microfotografía de mezcla física de nistatina y maltodextrina en proporción 1:1 (1500x). 
 
Cuando se incrementa la proporción de maltodextrina en la mezcla física 
hasta proporciones de 1:6, se pone de manifiesto una proporción mayor 
de partículas de maltodextrinas en el campo de observación, como puede 
comprobarse en la figura 33 con aumento de 1500x, haciendo que los 
cristales de nistatina tiendan a agregarse a la maltodextrina. Al 
incrementar los aumentos del microscopio hasta 3000x (figuras 34 y 35), 
se observa en detalle cómo se adsorben los pequeños cristales de nistatina 
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Fig. 35. Microfotografía de mezcla física de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 (3000x). 
 
 - la dispersión sólida en proporción 1:1, se recoge en la figura 36, 
dónde es posible observar la presencia de pequeños cristales de nistatina 
(2-5 µm) y agregados de cristales de nistatina de elevado tamaño (10-20 
µm), destacando la presencia de pequeñas partículas de maltodextrina (2-



















La figura 37 muestra la morfología de la dispersión sólida de nistatina 
con maltodextrina en proporción 1:4. Al aumentar la proporción de 
excipiente en la dispersión sólida, es posible distinguir la presencia de 
una matriz de maltodextrina de elevado tamaño (5-20 µm). Las pequeñas 
partículas que se observan en su superficie tienen una morfología lisa sin 
apariencia cristalina, que podemos atribuir a las partículas de 
maltodextrina de menor tamaño (2-5 µm). En estas estructuras no es 
posible apreciar la presencia de pequeños cristales de nistatina, los que, 
















Fig. 37. Microfotografía de dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:4 (3000x). 
 
La dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 
aparece recogida en la figura 38, en la cual es posible observar la 
estructura matricial de la maltodextrina de elevado tamaño (5-20 µm) 
formada durante el proceso de secado del sistema. Esta estructura 
presenta pequeñas partículas de maltodextrina (2-5 µm) en superficie, 
identificables por su morfología de escamas lisas. No es posible observar 
los pequeños cristales de nistatina. En la figura 39, se observa la 
presencia de distintos aglomerados de maltodextrina de gran tamaño (5-
20 µm), destacando la aparición de algún pequeño cristal de nistatina en 
la superficie del aglomerado, situado en la parte superior derecha, 
diferenciable por su mayor brillo frente al haz de electrones.  
10 µm 
































Fig. 39. Microfotografía de dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 (1500x). 
 
Por último, la figura 40 recoge la dispersión sólida de nistatina y 
maltodextrina en proporción 1:8. En esta imagen, sólo es posible 
observar la estructura matricial formada por las partículas de 
maltodextrinas durante el proceso de secado de la dispersión sólida. Las 
pequeñas partículas de maltodextrina (2-5 µm) en su superficie son 
identificables por su morfología de escamas lisas. En la figura 41, se 
observa la aproximación a una matriz de maltodextrina donde es posible 
observar, en el ángulo superior derecho, la presencia de un cristal 
30 µm 
10 µm 
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ortorrómbico de nistatina de unos 3 µm de longitud, atrapado en el 

































Fig. 41. Microfotografía de dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:8 (3000x). 
 
 
5.3.3 Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
 Los termográmas de DSC se realizaron usando la misma técnica y 
aparataje que los descritos en el capítulo 4.4.3. Se usó como calibración un 
estándar de Indio con un punto de transición a 156,6ºC. Las muestras, pesadas 
con precisión, se sellaron herméticamente en cápsulas de aluminio y se 
10 µm 
       10 µm 
10 µm 
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calentaron entre 50ºC - 240ºC con una tasa de calentamiento de 10ºC/min bajo 
corriente de nitrógeno a 20 ml/min, garantizando así el aumento homogéneo de 
la temperatura a lo largo de todo el periodo. Se utilizó como control una cápsula 
vacía, sellada de igual forma, validando así la realización del ensayo. 
La figura 42 contiene las representaciones gráficas de los datos de calorimetría 
de nistatina pura (figura 42a), la mezcla física de Nistatina: Maltodextrina 1:4 
(v/v) (MF-N:MD [1:4]) (figura 42b), 1:6 (v/v) (MF-N:MD [1:6]) (figura 42c) y 
1:8 (v/v) (MF-N:MD [1:8]) (figura 42d) y las dispersiones sólidas de nistatina y 
maltodextrinas en proporción 1:4 (v/v) (DS-N:MD [1:4]) (figura 42e), 1:6 (v/v) 
(DS-N:MD [1:6]) (figura 42f) y 1:8 (v/v) (DS-N:MD [1:8]) (figura 42g). 




Fig. 42. Representación de los termogramas de DSC de nistatina pura (a), MF-N:MD [1:4] (b), MF-N:MD [1:6] (c) y MF-N:MD 
[1:8] (d), DS-N:MD [1:4] (e), DS-N:MD [1:6] (f) y DS-N:MD [1:8] (g) y maltodextrina excipiente (h). 
 
Se pueden observar claras diferencias entre el pequeño pico endotérmico de 
nistatina a 170,65ºC, indicativo de baja cristalinidad y con una entalpia de -
111,85 J/g y el perfil de la maltrodextrina que presenta un elevado pico a 
167,30ºC con cristalinidades diez veces mayores de los valores de nistatina (-
1272, 59 J/g). 
En las mezclas físicas, se observa una interacción entre ambos picos, 
produciéndose un desplazamiento de la temperatura a valores superiores con 
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MF-N:MD [1:8] no muestran desplazamientos del pico correspondiente a 
maltodextrinas con temperaturas de fusión de 161,30ºC, 163,43 ºC y 164,01 ºC, 
respectivamente. Sin embargo, aparece un segundo pico a 175,69ºC (MF-N:MD 
[1:4]), 177,87ºC (MF-N:MD [1:6]) y 174,84 ºC (MF-N:MD [1:8]). El descenso 
observado en el tamaño de este segundo pico endotérmico con el aumento de la 
cantidad de maltodextrina en la formulación indica que posiblemente se deba a 
una interacción de la parte cristalina de nistatina que queda en la formulación 
con maltodextrina. Este pico se ha observado en otros estudios de DSC de 
dispersiones sólidas de nistatina con otros azúcares (Arch Sakeer, K. et al, 
2010). 
Las dispersiones sólidas muestran una menor interacción entre la maltodextrina 
y la nistatina, presentando un descenso en las temperaturas de fusión de la 
maltodextrina, con valores de 155,86 ºC (DS-N:MD [1:4]), 156,73ºC (DS-N:MD 
[1:6]) 7 154, 92ºC (DS-N:MD [1:8]), mientras que permanecen constantes los 
valores de temperatura de fusión de la nistatina con valores de 176,21 ºC (DS-
N:MD [1:4]), 175,85ºC (DS-N:MD [1:6]) y 174,92ºC (DS-N:MD [1:8]). La 
elevada inclusión de cristales de nistatina en el interior de la matriz de 
maltodextrina observada en las dispersiones sólidas en proporciones 1:6 y 1:8, 
hacen que seleccionemos la formulación 1:6 como la mejora candidata para 
incluir las moléculas de nistatina en el interior del seno del polímero. 
 
 
5.3.4 Difracción de rayos X (XRPD) 
  Se empleó el mismo equipo de rayos X que el utilizado en el análisis de 
difracción de rayos X de polvo, descrito en el capítulo 4.4.4. Utilizando una 
radiación monocromática CuK (λ = 1.542 Å), con un voltaje de 30 kV y una 
corriente de 30 mA. Todas las muestras se miden con ángulos entre 5 y 50º (2θ), 
con una velocidad de 0.04º / 1 s.  
Los resultados de difracción de rayos X pueden observarse en la figura 43. 
Dicha figura contiene los datos XRPD de Nistatina (figura 43a) y MD materia 
prima (figura 43j), la mezcla física de ambos en proporción 1:1 (v/v) (MF-N:MD 
[1:1]) (figura 43b), 1:4 (v/v) (MF-N:MD [1:4]) (figura 43c), 1:6 (v/v) (MF-
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N:MD [1:6]) (figura 43d) y 1:8 (v/v) (MF -N:MD [1:8]) (figura 43e) y las 
dispersiones sólidas de nistatina y maltodextrinas en proporción 1:1 (v/v) (DS-
N:MD [1:1]) (figura 43f), 1:4 (v/v) (DS-N:MD [1:4]) (figura 43g), 1:6 (v/v) 



















Fig. 43. Resultados de difracción de rayos X en polvo de: nistatina material prima (a), MF-N:MD [1:1] (b), MF-N:MD [1:4] (c), 
MF-N:MD [1:6] (d), MF-N:MD [1:8] (e), DS-N:MD [1:1] (f), DS-N:MD [1:4] (g), DS-N:MD [1:6] (h), DS-N:MD [1:8] (i) y 
Maltodextrina como excipiente puro (j) 
 
 
Los resultados de nistatina (figura 43a) ponen de manifiesto la presencia de 
picos relacionados con patrones cristalinos. Se perciben claramente los picos 
mayoritarios a 8º, 14º, 16,5º y 20,5º 2θ (Park, JB. et al, 2015) característicos de 
este antifúngico, como se pudo comprobar en el capítulo 4.4.4.  
La distribución de maltodextrina (figura 43j) se traduce en un compuesto amorfo 
de cristalinidad muy baja sin apenas picos visibles. La baja cristalinidad de este 
excipiente explica la reducción de la cristalinidad de las mezclas físicas entre 
maltodextrinas y nistatina. Se representan los picos de mezclas físicas en 
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MD [1:6] (figura 43d) y MF-N-MD [1:8] (figura 43e). En todas las mezclas 
físicas hay una reducción de la cristalinidad de nistatina, aunque aún se pueden 
percibir los picos característicos del antifúngico. A proporciones altas de 
maltodextrinas, dichos picos aparecen atenuados y casi imperceptibles. Se 
reducen significativamente la intensidad de los picos más representativos de 
nistatina tanto en la formulación MF-N-MD [1:6] (figura 43d) como en la MF-
N-MD [1:8] (figura 43e). Esta última presenta un perfil calorimétrico muy 
próximo al de maltodextrina. 
La intensidad de los picos de nistatina aparece aún más reducida en las 
dispersiones sólidas. Se perciben aun claramente en la dispersión sólida de 
proporción DS-N-MD [1:1] (figura 43f) como consecuencia de la cristalinidad 
de nistatina y sus dos picos más representativos a 14º y 20,5º 2θ (Vippagunta, 
SR. et al, 2002). Los picos se atenúan considerablemente a medida que la 
proporción de maltodextrina aumenta en las formulaciones DS-N-MD [1:4] 
(figura 43g), DS-N-MD [1:6] (figura 43h) y DS-N-MD [1:8] (figura 43i), 
adquiriéndose una representación de una sustancia casi amorfa con una 
intensidad muy baja. Estos resultados se relacionan con la reducción de la 
cristalinidad de compuestos altamente cristalinos, como el caso de nistatina, tras 
someterse a procesos de formación de dispersiones sólidas por medio de técnicas 
de evaporación del solvente, en procesos de congelación y secado o de 




5.4 Ensayos microbiológicos 
5.4.1 Ensayo in vitro de actividad antifúngica 
 El estudio de la actividad antifúngica en placa se realizó siguiendo el 
procedimiento descrito en el capítulo 4.3.5, basado en las técnicas de difusión en 
placa de agar (Jorgensen, JH. et al, 1999). Se prepararon placas de agar Mueller-
Hinton mediante la técnica que se desarrolló en el apartado 4.3.5.1. Una vez 
solidificado el agar, se colocaron discos previamente impregnados durante 15 
minutos, en condiciones de esterilidad, con 20 µl de una suspensión acuosa que 
contenía la dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 a concentración de 
15 mg/ml (DS-N:MD [1:6]) y una suspensión acuosa de nistatina a la misma 
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concentración que la dispersión sólida. Se introdujeron las placas con los discos 
en nevera durante 2 horas, con el fin de homogeneizar las formulaciones en los 
discos, y se llevaron a una estufa calefactora a 37 ºC durante 24 horas. Se 
cultivaron discos de control negativo que contenían una solución acuosa de 
maltodextrinas. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, cultivando 
los discos en placas distintas.  
Al igual que en los estudios microbiológicos de actividad antifúngica en placa 
realizados con los sistemas micelares (ver capítulos 4.3.5 y 4.5.1) los resultados 
obtenidos de los halos de inhibición fueron medidos con un calibre de precisión. 
La tabla 13 recoge los resultados obtenidos de las dos formulaciones ensayadas a 
las 24 y a las 72 horas. La dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en 
proporción 1:5 obtuvo un halo de inhibición de más de 28 mm (28,11 ± 0,37 
mm) tras 24 horas de cultivo. Este resultado es significativamente relevante (p < 
0,001) al compararlo con el valor del halo de inhibición obtenido tras el cultivo 
de la suspensión acuosa, que fue de 20, 84 ± 0,53 mm. Ambos valores se 
reducen después de 72 horas de cultivo. Las reducciones en ambos casos son del 
mismo orden. 
 
Tabla 13. Ensayo de difusión en disco para actividad antifúngica contra Candida albicans CECT 1394 
Muestra Halo de inhibición 24 h (mm) Halo de inhibición 72 h (mm) 
Blanco 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Control 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Suspensión acuosa 20,84 ± 0,51 19,15 ± 0,53 
DS-N:MD [1:6] 28,11 ± 0,36 * 27,35 ± 0,09 * 
* p < 0,001 de la DS-N:MD (1:6) comparada con la suspensión acuosa 
 
 
5.4.2 Ensayo in vitro de prevención de la formación de biopelículas 
 Se realizó el estudio de la actividad preventiva de la formación de 
biopelículas de C. albicans siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 
4.5.2.1. Se utilizaron dispositivos de uso clínico (sonda endotraqueal) que fueron 
puestos en contacto con las formulaciones a evaluar durante un periodo de 3 
minutos, ya que se estimó dicho tiempo como la duración de un enjuague o 
lavado del material. Como se ha descrito previamente, la disminución en el 
número de unidades formadoras de colonias, tras el cultivo de las muestras, 
implicará actividad preventiva de la formación de biopelículas. La correcta 
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formación de la biopelícula sobre la superficie del dispositivo se determinó 
mediante el cultivo de piezas del material que no estuvieron en contacto con 
formulaciones activas. Se ensayó, además, una placa de control negativo que 
contenía soluciones no contaminadas. 
El ensayo se desarrolló comparando la actividad preventiva de la formación de 
biopelículas de una suspensión acuosa de nistatina y de una dispersión sólida de 
nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 (DS-N:MD [1:6]). Para poder 
realizar el ―enjuague‖ de las piezas del dispositivo clínico, se suspendió la 
cantidad de polvo necesaria de ambas formulaciones en un volumen 
determinado de agua para obtener una concentración de nistatina de 15 mg/ml.  
La tabla 14 recoge los resultados obtenidos en el ensayo. La formación de la 
biopelícula fue revelada tras el cultivo de la placa con las piezas de material que 
no fueron puestas en contacto con las formulaciones activas. Así, se 
contabilizaron una cantidad media de alrededor de 143 UFC/cm
2
. Las muestras 
que contenían disolventes no contaminados no tuvieron crecimiento alguno de 
UFC. 
La administración de las formulaciones ensayadas en la superficie del 
dispositivo clínico redujo en ambos casos la formación de la biopelícula sobre el 
mismo. La suspensión acuosa de nistatina fue capaz de reducir la adherencia y 
agregación de colonias fúngicas en alrededor de un 20%, dato con diferencias 
estadísticamente significativas respecto al control (p<0,001). La cristalinidad de 
la nistatina en suspensión acuosa y su elevada hidrofobicidad impiden un 
aumento mayor de la actividad preventiva de la formación de biopelículas. La 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 (DS-N:MD 
[1:6]), en cambio, sí fue capaz de reducir de forma intensa la adherencia del 
hongo a la superficie del material y la subsiguiente formación de la biopelícula. 
En concreto el porcentaje de inhibición de la formación de biopelículas estuvo 
por encima del 83% (p=0,0002). Esta significativa reducción frente a la 
suspensión de nistatina empleada como referencia, puede explicarse por varios 
factores: por un lado, la reducción del tamaño de partícula, como quedó 
demostrado en las microfotografías de microscopía electrónica (SEM); además, 
cabe destacar el aumento de la solubilidad y la reducción de la cristalinidad de 
las moléculas de nistatina, como se ha podido comprobar en los ensayos de DSC 
y XRPD; y a esto se añade la existencia de un efecto del propio excipiente, ya 
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que las maltodextrinas per se aumentan el efecto osmótico de la formulación 
desestabilizando la estructura de la biopelícula (Sultana, ST. et al, 2016). Este 
efecto sinérgico ha sido puesto de manifiesto en investigaciones que utilizaban 
vancomicina y maltodextrina para el tratamiento de biopelículas de 




Tabla 14. Efecto preventivo de la adhesión y la formación de biopelículas de C.albicans CETC 1394 
 UFC/cm2 ± SD Adhesión (%) p-valor vs. control 
Control 143,75 ± 10,6 100,0 --- 
Suspensión acuosa 112,5 ± 10,35 78,26 p<0,001 
DS-N:MD [1:6] 23,75 ± 7,44 16,52 p<0,001   
* p < 0,001 de la DS-N:MD (1:6) comparada con la suspensión acuosa 
 
5.5 Ensayo in vitro de cesión en aparato de disolución  
 El ensayo de disolución es una técnica analítica de uso muy frecuente en 
un laboratorio farmacéutico. Normalmente, es útil para evaluar ―in vitro‖ el 
comportamiento de un principio activo en una forma farmacéutica de 
administración generalmente oral. Además, este ensayo permite evaluar las 
formas farmacéuticas durante su desarrollo, valorar su estabilidad y determinar 
el porcentaje de cesión a unos tiempos determinados (Chow Chan, C. et al, 
2004). 
La real farmacopea española (RFA) (AEMPS, 2015) recoge que para los 
estudios de cesión se realicen con el aparato 2 colocando la forma farmacéutica 
en la parte inferior del vaso, antes de que comience a rotar la paleta. El objetivo 
de la aplicación de un ensayo de disolución a nuestra formulación es la 
simulación de un movimiento bucal al realizar un enjuague y comprobar si los 
resultados obtenidos en SEM, DSC y XRPD se correlacionan con una mejora de 
la solubilidad acuosa de la formulación. Esta mejoría ha sido demostrada en 
estudios recientes con principios activos de solubilidad comprometida al 
formularse como dispersiones sólidas (Tayyab Ansari, M. et al, 2018). 




5.5.1 Desarrollo del ensayo de cesión en aparato de disolución 
 Utilizando el sistema de paletas (aparato 2 de RFE) (AEMPS, 2015), 
diseñamos un ensayo para determinar los porcentajes de cesión de la nistatina 
desde las dispersiones sólidas.   
Se elabora una formulación de acción local en la cavidad bucal mediante un gel 
de elevada viscosidad que permita incluir la nistatina materia prima o las 
distintas dispersiones sólidas. La elección del polímero conformador del gel se 
basó en estudios de preformulación realizados con geles de nistatina (Llabot, 
JM. et al, 2007). Así, a tenor de los resultados obtenidos en dichos estudios se 
decidió utilizar carboximetilcelulosa sódica al permitir obtener geles de facilidad 
de manejo con un alto poder de adhesión y que facilitaría su permanencia en 
cavidad orofaríngea o en la superficie del material de uso clínico. 
 
5.5.1.1 Carboximetilcelulosa (carmelosa sódica, carboximetil éter de 
celulosa sal sódica, o glicolato de celulosa sódica o NaCMC, CMCS ó 
E466): 
 La carboximetilcelulosa se presenta como polvo granuloso, 
blanco o casi blanco, higroscópico tras desecación. Prácticamente 
insoluble en acetona, en etanol al 96%, y en tolueno; es fácilmente 
dispersable en agua originando soluciones coloidales. Adquiere 
coloración oscura a partir de 227ºC y funde a temperaturas cercanas a los 
252ºC (Rowe, R. et al, 2009).  
Estructura química: es la sal sódica de un éter policarboximetílico de la 
celulosa 
Usos: es un coloide hidrófilo de acción con mayor poder adhesivo que 
otros derivados celulósicos (como metilcelulosa), siendo ideal como 
excipiente semisólido bucal. Admite un contenido de hasta un 20% de 
alcohol y precipita con cationes trivalentes. En industria farmacéutica se 
utiliza como emulsificante en emulsiones O/W (aunque es menos 
efectiva que la metilcelulosa), como agente suspensor (de sustancias 
insolubles en agua), dispersante (cuando aparecen precipitados), o 
disgregante en comprimidos. Se emplea también en la protección 
mecánica de lesiones orales y periorales formando parte de excipientes 
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como el orabase, y como sustituto de la saliva fisiológica en xerostomía 
(sequedad de boca). (Acofarma, Ficha técnica carboximetilcelulosa). 
Presenta un perfil muy prometedor en investigación ya que ciertas 
modificaciones estructurales han demostrado in vitro actividad 
antimicrobiana y antitumoral (Basta, AH. et al, 2016). 
5.5.2 Procedimiento general de preparación de la formulación para el estudio de 
cesión. 
 Se preparó un gel de CMC al 1,5 % siguiendo los pasos que se detallan a 
continuación: 
 - En balanza de precisión se pesa la cantidad adecuada de principio 
activo. 
 - Se incluye en matraz aforado y se adiciona el volumen de agua 
necesario para obtener una concentración de 15mg/ml de nistatina. 
 - La suspensión obtenida se lleva a agitación constante en agitador 
magnético. 
 - Sobre la misma se añade lentamente la cantidad adecuada de CMC para 
obtener un gel al 1,5%.  
 - El proceso puede acelerarse calentando la suspensión, siempre a 
temperatura no superior a 50ºC. 
Con este procedimiento se obtiene un gel de elevada viscosidad. Esto permite 
incluir una cantidad exactamente pesada en una celda de liberación descritos en 
la RFE para los estudios de disolución de preparados semisólidos y que se 
coloca en el fondo de los vasos del aparato de disolución. 
El ensayo se realizó utilizando dos formulaciones: un gel de CMC al 1,5% de 
nistatina materia prima a una concentración de 15mg/ml y un gel de CMC al 
1,5% de la dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 (DS-
N:MD [1:6]) a idéntica concentración. Se aplicó el procedimiento general para la 
obtención de los geles. El gel de nistatina materia prima (CMC-Nyst) presentó 
una coloración amarillo anaranjada con aglomeraciones heterogéneas de 
nistatina que no se incluyeron totalmente en la matriz del gel (figura 44). Estas 
aglomeraciones precipitan, apareciendo una cantidad considerable de restos de 
nistatina a partir de las 24 horas.  




Fig. 44. Gel de carboximetilcelulosa 1,5% de nistatina a concentración de 15mg/ml 
 
 
El gel de la dispersión sólida (CMC-DS) presentó una coloración amarilla 
pálida, con una coloración y aspecto homogéneo (figura 45). Además, la 
estabilidad del gel es mucho más elevada, manteniéndose la homogeneidad por 
encima de los 7 días, sin que aparezcan precipitados de principio activo.  
 
Fig. 45. Gel de carboximetilcelulosa 1,5% de dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 a concentración de 15mg/ml 
 
5.5.3 Procedimiento para cesión en aparato de disolución: 
El ensayo de cesión en aparato de disolución se llevó a cabo con el fin de 
valorar la cantidad de principio activo que permanece en la celda de cesión al final 
del ensayo. La metodología del ensayo de cesión se ha basado en estudios in vitro 
de liberación de compuestos antifúngicos a partir de geles con polímeros de 
celulosa de características similares a nuestra formulación experimental (Kong, 
EF. et al, 2015). Para realizar este ensayo, se llenaron los vasos del aparato de 
disolución con 900 ml de agua purificada y fueron atemperados a una temperatura 
de 37ºC mediante un baño termostatizado. Se realizó el estudio sobre 8 muestras 
de gel de CMC con las formulaciones de nistatina para cada una de las 
formulaciones estudiadas. Tras la preparación de las formulaciones en gel (ver 
apartado 5.5.2), se dispusieron 2,4 ml mediante una jeringa estéril sobre el 
contenedor de las celdas de cesión y fueron tapadas con una rejilla metálica de luz 
de malla de 0,5 mm. Las celdas fueron introducidas en los vasos del aparato de 
disolución y se tomó una primera alícuota de 5 ml de cada uno de los vasos para 
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determinar la cantidad de nistatina a tiempo cero (blanco de cada vaso), 
reponiéndose el mismo volumen con agua purificada en cada vaso. El volumen 
extraído fue filtrado por microfiltro de luz de malla de 0,45 µm, y se introdujo en 
un tubo de ensayo. Estas muestras se leen directamente en el espectrofotómetro, 
para determinar la cantidad de nistatina cedida al vaso (ver apartado 5.5.4.4)  
El ensayo se inició ajustando la velocidad de las paletas a 18 rpm a 13 cm de la 
celda de cesión. Estudios previos realizados con distancias inferiores mostraron 
liberaciones completas excesivamente rápidas (menor de 15 min). Los tiempos 
para los distintos ensayos de liberación fueron 15, 30, 45, 60 y 120 min. Al final 
del estudio se extrajeron las 8 celdas de cesión de los vasos y se realizaron tres 
lavados con 5 ml de agua purificada sobre el contenedor de la celda, recogiéndose 
el líquido resultante del lavado en tubos de ensayo para la valoración de la 
cantidad de nistatina retenida en cada celda de cesión.  
 
5.5.4 Análisis de nistatina por espectrofotometría UV/Vis 
        La determinación mediante espectrofotometría UV/Vis de la cantidad de 
nistatina presente en una muestra ha sido validada frente a una nistatina materia 
prima. Estos estudios se realizan siguiendo los métodos descritos por otros autores 
(de Aguiar, MM. et al, 2010).  
 
5.5.4.1 Selección de la longitud de onda: 
 El análisis se realizó utilizando un espectrofotómetro UV/V 
marca Jasco. El barrido espectrofotométrico mostró la presencia de tres 
intensas bandas de absorción ultravioleta de nistatina a 291 nm, 306 nm y 
321 nm, como puede comprobarse en la figura 46. Estos datos se 
correlacionan con resultados de investigaciones previas (Silva, L. et al, 
2003; y Lescano, GM. et al, 2014). Conviene resaltar que la nistatina es 
un principio activo que sufre fotodegradación, y que la presencia de 
longitudes de onda por encima de λ=366 nm la descomponen en 
subproductos con menor actividad (Hemmateenejad, B. et al, 2014). 
 




Fig. 46. Barrido UV/Vis de nistatina 
Por ello, y basándonos en la λ máxima utilizada en estudios previos de 
espectrofotometría UV/Vis de nistatina (Tallury, P. et al, 2007) y en las 
especificaciones de la Real Farmacopea Española (AEMPS, 2015) para 
los análisis de Nistatina, decidimos utilizar una longitud de onda de 
λ=306 nm, a la que nistatina presenta su pico máximo de absorción en el 
espectro UV/VIS. 
5.5.4.2 Obtención de las muestras. 
 Las muestras de 5 ml una vez filtradas (0.45 µm), obtenidas para 
cada tiempo fueron determinadas por lectura en el espectrofotómetro 
UV/Vis a λ = 306 nm.  
Los volúmenes resultantes de los lavados de las celdas de cesión fueron 
introducidos en tubos falcon estériles de 50 ml de volumen y se 
centrifugaron en una centrífuga Hettich D-78532 a 5000 rpm durante 10 
minutos. Así, se consigue la separación de los precipitados de nistatina o 
dispersión sólida de un sobrenadante en el que el principio activo se 
encuentra disuelto (figura 47). Se extrajeron 5 ml de dicho sobrenadante 
procediéndose a la extracción de nistatina precipitada, mediante la 
adición de 2,5 ml de DMAc, agitando a 2000 rpm 2 min, centrifugando a 
5000 rpm durante 10 minutos y extrayendo el sobrenadante en un tubo de 
ensayo. Se realiza una segunda extracción para garantizar la recuperación 
de toda la nistatina de cada formulación ensayada. Las muestras 
recogidas fueron filtradas por filtro de 0,45 µm y se determinaron sus 
concentraciones mediante lecturas a λ= 306 nm en el espectrofotómetro. 
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Estudios previos han destacado la utilidad del análisis por 
espectrofotometría UV/Vis para la evaluación de la actividad 
antimicrobiana frente a Candida albicans de sistemas transportadores de 
nistatina de liberación controlada (Pupe, GC. et al, 2011). 
 
Fig. 47. Sobrenadante y precipitado de nistatina tras centrifugación. 
Los análisis se realizaron en 8 muestras para cada tiempo de ensayo y se 
aplicó la recta de calibrado (capítulo 5.6.4.3) a determinar tanto la 
cantidad de nistatina liberada por el gel, como aquella que permanece en 
el interior de la celda de cesión. 
 
5.5.4.3 Obtención de la recta de calibrado 
 Se estableció la correlación entre la concentración de nistatina 
liberada y la absorbancia obtenida en el espectrofotómetro mediante una 
recta de calibrado de nistatina en agua a un rango de concentraciones de  
1-15 mg/ml como puede verse en la figura 48. De esa recta, se obtuvo la 
siguiente ecuación:    y = 0,0647x (mg/ml) – 0,0002   R2= 0,9985  
 
 
Fig. 48. Recta de calibrado de nistatina en agua. 
 
y = 0,0647x - 0,0002 
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Aplicando la ecuación obtenida en la recta de calibrado, pudimos 
determinar la cantidad de nistatina que se liberó al líquido de los vasos 
del aparato de disolución y la que permanece en la celda de cesión a 
partir de la absorbancia generada por cada muestra. 
 
5.5.4.4 Resultados 
 La tabla 15 recoge la cantidad de nistatina liberada a partir de la 
celda de cesión en los ensayos a tiempo 15, 30, 45, 60 y 120 minutos, 
calculada como media y desviación estándar de las 8 muestras. La 
presencia de nistatina en esta muestra inicial es debida al inicio de la 
cesión a partir del gel de CMC contenido en las celdas en todos los vasos 
del aparato de disolución cuando el ensayo se encuentra parado. La 
cantidad de nistatina cedida es muy baja en ambos casos. Sí que se 
observan diferencias importantes entre los valores de nistatina cedida a 
partir de la suspensión acuosa gelificada y los del gel de la dispersión 
sólida. La inclusión de las partículas del principio activo en la matriz de 
carboximetilcelulosa sódica de la suspensión acuosa es menor debido al 
mayor tamaño de partícula de nistatina, lo que impide que se liberen al 
medio a la misma velocidad que las partículas de nistatina de la 
dispersión sólida. Los valores de nistatina cedida a partir de la dispersión 
sólida son más altos a todos los tiempos del ensayo, si bien a tiempos 
bajos (15 min) la cantidad de nistatina liberada presenta unos valores 
muy próximos a los de la suspensión acuosa.  
 
                             Cantidad de nistatina (mg) 
Tiempo 
(min) 
Gel CMC 1,5% suspensión 
acuosa 
Gel CMC 1,5% dispersión 
sólida 
0 0,16 ± 0,002 0,15 ± 0,002 
15 3,36 ± 0,03 3,93 ± 0,035 
30 6,78 ± 0,031 9,77 ± 0,103 
45 10,29 ± 0,058 15,05 ± 0,026 
60 15,06 ± 0,045 20,97 ± 0,14 
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Tabla 15. Cantidad de Nistatina liberada al medio a partir de la celda de cesión 
 
La liberación de nistatina a partir de un film adhesivo para uso dental ha 
demostrado seguir un patrón de liberación sostenida, aumentando hasta 5 
veces la inhibición de la adhesión de Candida albicans a células de 
mamíferos (Park, JB. et al, 2015). Perfiles de liberación similares han 
sido descritos en ensayos con clorhexidina formulada en parches de 
liberación orofaríngea utilizando una matriz polisacarídica de Psyllium. 
(Cavallari, C. et al, 2015). Los parches, elaborados siguiendo el método 
de evaporación del solvente, fueron comparados con polímeros como 
carboximetilcelulosa o hidroxipropilcelulosa.  
Estudios previos han demostrado que el perfil de liberación orofaríngea 
de nistatina a partir de una pasta utilizada en la descontaminación de la 
cavidad oral se asemeja a una liberación controlada (Rood, J. et al, 2015). 
De hecho, los autores concluyen en que nistatina debería remplazar a 
anfotericina B, ya que señalan la mayor facilidad que presentan estos 
sistemas de nistatina comparado con las formulaciones de anfotericina B 
en la administración en pacientes.  
La nistatina que permanece en la celda de cesión se determinó mediante 
la aplicación de la ecuación de la recta de calibrado tras los lavados de la 
celda de cesión (ver apartado 5.6.4.3) y las sucesivas extracciones con 
DMAc de la nistatina precipitada. La tabla 16 recoge la cantidad de 
nistatina retenida en el gel para cada tiempo de ensayo. Los resultados 
aparecen expresados en la tabla como porcentaje y desviación estándar 
de la media de los datos obtenidos con los lavados y las extracciones de 
las 8 muestras. Los datos de cantidad de nistatina retenida representados 
en la tabla 16 corresponden a la suma de las partículas de nistatina que 
permanecen en la celda de cesión que se han solubilizado o son 
fácilmente solubilizables mediante el volumen de agua de los lavados, y 
a la fracción de partículas de nistatina que permanece en estado sólido y 
precipita durante la centrifugación de los lavados con agua. La cantidad 
presente en estos precipitados fue extraída con DMAc para su lectura en 
el espectrofotómetro. 
120 21,40 ± 0,046 30,36 ± 0,036 




Tabla 16. Cantidad de nistatina retenida en la celda de cesión. 
 
 
La figura 49 recoge la representación gráfica de los distintos valores de 
nistatina retenida en la celda de cesión. Como se puede apreciar, a 
tiempos cortos de ensayo (por debajo de 15 minutos), los valores de 
nistatina retenida son similares tanto para la formulación a partir de 
suspensión acuosa como para la dispersión sólida. Este hecho puede 
explicarse ya que, a tiempos cortos, presenta una mayor importancia la 
forma de disgregación y erosión del gel de carboximetilcelulosa, que es 
igual en ambas formulaciones, que el tamaño de partícula y la solubilidad 
de las propias moléculas. Así, los grandes agregados de la nistatina que 
se encuentran en la superficie externa del gel de la suspensión acuosa se 
liberan rápidamente y no quedan en la parte inferior de la celda, 
igualándose los valores con los obtenidos para la dispersión sólida.  Por 
ello, se empiezan a observar diferencias importantes entre las dos 
formulaciones a partir del segundo punto de ensayo (30 minutos), donde 
ya ha comenzado a adquirir importancia la reducción del tamaño de 
partícula de nistatina, que, al ser menor en la dispersión sólida, permite 
que las partículas de nistatina se incorporen al medio acuoso y no queden 
por efecto de la gravedad en la celda de cesión. La cantidad de nistatina 
retenida presenta valores mayores en la suspensión acuosa, que además 
no presenta diferencias importantes hasta alcanzados los 45 minutos de 
ensayo. Esto se explica por el mayor tamaño de partícula de las 
moléculas de nistatina incluidas en el gel de carboximetilcelulosa: una 
vez disgregado el gel, las partículas de nistatina son incapaces de 
Tiempo (min) Gel CMC 1,5 % suspensión 
acuosa 
Gel CMC 1,5% dispersión sólida 
15 89,08 ± 3,66 86,47 ± 3,32 
30 82,3 ± 4,88 67,35 ± 1,8 
45 66,24 ± 3,27 53,89 ± 3,62 
60 54,19 ± 2,04 39,3 ± 1,66 
120 36,06 ± 1,4 12,7 ± 0,54 
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suspenderse ya que presentan un tamaño muy grande, y quedan en la 
celda de cesión en estado sólido, precipitando en las distintas 
extracciones. De hecho, en el caso de la suspensión acuosa, pasados los 
60 minutos de ensayo aún se encuentra retenida en la celda de cesión más 
del 50% de la cantidad total de nistatina. La dispersión sólida, sin 
embargo, libera el 50% mucho antes, presentando valores de nistatina 
retenida menores en cualquiera de los tiempos de ensayo. La 
disgregación del gel liberaría partículas de menor tamaño, que son 
capaces de solubilizarse o suspenderse en solución, incorporándose al 
medio acuoso contenido en el vaso del aparato de disolución. Estos datos, 
se correlacionan con los resultados obtenidos en los ensayos fármaco-
tecnológicos de DSC y XRPD (capítulo 5.3), en los que se comprobó el 
menor tamaño de partícula, la reducción de la cristalinidad y la mayor 
estabilidad de las moléculas de nistatina en agua en la dispersión sólida y 
que justificaría su mayor actividad antifúngica y preventiva de la 
formación de biopelículas (capítulo 5.4). 
Figura 49. Porcentaje de nistatina retenida in vitro en 8 celdas de cesión a partir de un gel de 1,5% de CMC de dispersión sólida de 
nistatina a concentración de 15 mg/ml y de una suspensión acuosa de nistatina a 15 mg/ml. 
 
La figura 50 recoge la cantidad de nistatina cedida al medio en las celdas 
de cesión a cada tiempo de ensayo. Se puede observar que el perfil de 
liberación presenta una zona de liberación lineal a tiempos elevados en 
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disgregación y erosión del gel de carboximetilcelulosa esté relacionada 
con esta linealidad pasados los 60 minutos. 
 
Fig. 50. Porcentaje de nistatina liberada in vitro entre 0 y 120 minutos a partir de geles de carboximetilcelulosa al 1,5% de una 
dispersión sólida de nistatina 15 mg/ml y de una suspensión acuosa de nistatina a 15 mg/ml. 
 
5.6 Ensayo in vivo de cesión de nistatina en cavidad oral 
 El objetivo de este ensayo es correlacionar la cantidad de nistatina que 
permanece en la cavidad bucal de voluntarios sanos con los resultados obtenidos 
en el ensayo de cesión de nistatina en aparato de disolución (apartado 5.5). 
Estudios similares en voluntarios sanos, se han realizado utilizando comprimidos 
mucoadhesivos de nistatina (Llabot, JM. et al, 2009).  
 
5.6.1 Desarrollo del ensayo 
 Se ensayaron las mismas formulaciones que se testaron en el ensayo in 
vitro: suspensión acuosa y dispersión sólida. Ambas fueron incluidas en un gel 
de carboximetilcelulosa al 1,5%, idéntico al utilizado en los ensayos anteriores 
(apartado 5.5.2) 
Se seleccionaron 8 voluntarios sanos, obteniéndose 8 muestras de cada tiempo 
de ensayo. El estudio cumple con la normativa ética y legal para realizar este 
estudio. Además, los voluntarios han sido adecuadamente informados y han 
dado su consentimiento para la realización del mismo siguiendo el Real Decreto 
223/2004 de Comité Ético de Investigación Clínica. Los voluntarios no podían 
comer ni beber durante el tiempo de duración del ensayo, para evitar presencia 
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El procedimiento seguido para la obtención de la cantidad de nistatina en 
cavidad bucal fue el siguiente: 
 1. Enjuague de la cavidad bucal de los voluntarios con 5 ml de 
agua bidestilada durante 1 minuto. 
 2. Se recogieron esos 5 ml en tubos de ensayo Falcon de 50 ml. 
Este primer lavado corresponde al blanco de la saliva y/o el estado 
normal de la cavidad oral de los voluntarios (Blanco). 
 3. Enjuague con las formulaciones seleccionadas: suspensión 
acuosa y dispersión sólida. Se realizó un enjuague de la cavidad 
orofaríngea de los voluntarios con un volumen de 10 ml de formulación a 
concentración de 15 mg/ml. El tiempo de enjuague fue de 2 minutos. 
Pasado este tiempo el enjuague es eliminado de la cavidad oral y 
descartado.  
 4. Se ensayaron los mismos tiempos que aplicados en el ensayo in 
vitro (capítulo 5.5.3): 0, 15, 30, 45, 60 y 120 minutos. Durante estos 
tiempos, los voluntarios no pueden enjuagarse la boca ni beber ni comer 
hasta el final del estudio. 
 5. Una vez concluido el tiempo marcado en el ensayo, se 
realizaron 3 lavados con 5 ml de agua bidestilada de 1 minuto de tiempo, 
recogiéndose el líquido de lavado resultante en un tubo de ensayo Falcon 
de 50 ml. Se obtienen así las fracciones de lavado: L1, L2 y L3 Tras el 
tercer lavado, el ensayo se da por concluido y los voluntarios pueden 
ingerir líquidos y alimentos de una forma totalmente normal. 
 6. Las muestras obtenidas de los restos que han permanecido en 
cavidad oral (L0, L1, L2 y L3) fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 
10 minutos, extrayéndose 5 ml del sobrenadante y redisolviendo, en caso 
de haberlo, el precipitado del tubo Falcon. 
 7. Se determinó la absorbancia de dichas muestras con un 
espectrofotómetro UV-1700 PharmaSpec Shimadzu, Kyoto, Japan a 306 
nm de longitud de onda (capítulo 5.5.4.1). 
 8. Aplicando la ecuación de la recta de calibrado obtenida para el 
ensayo de cesión in vitro (capítulo 5.5.4.3), se obtuvieron los valores de 
cantidad de nistatina presentes en la cavidad bucal. Los diferentes 
lavados aplicados a los voluntarios del ensayo sirvieron para conocer la 
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cantidad de nistatina que queda retenida en la cavidad oral en cada 
tiempo de estudio. Se restó a cada dato medido la absorbancia obtenida 
en el blanco de los pacientes (lavado realizado antes del comienzo del 
ensayo). Este dato se relaciona con el estado de la cavidad oral de los 8 
pacientes en estado normal y puede verse afectado por la densidad de la 
saliva y/o por la presencia de otros componentes (proteínas, restos 
celulares) en la cavidad oral. 
 
5.6.2 Resultados 
5.6.2.1 Caracteres organolépticos: 
 - Suspensión acuosa: el gel formado presenta una coloración 
amarillo-anaranjada con agregados de nistatina en su interior, incluso tras 
la agitación vigorosa en vórtex. La estabilidad de este gel también es 
limitada: aparece zonas de precipitación de nistatina en el gel a las 24 
horas de su formulación. Todos los voluntarios coincidieron en el sabor 
excesivamente amargo, con textura terrosa que presentaba el gel a partir 
de la suspensión acuosa. De hecho, ese amargor permanece en la boca y 
en la cavidad bucal en todos los tiempos del ensayo (120 minutos), 
haciendo que los tiempos más largos conlleven dificultad para los 
voluntarios ante la imposibilidad de beber líquido. 
 - Dispersión sólida: como puede comprobarse en la figura 51, el 
gel presenta una coloración amarillenta pálida, que se explica por el 
efecto diluyente de la maltodextrina sobre la nistatina. No se distinguen 
la presencia de grandes agregados de nistatina y la estabilidad es 
considerablemente mayor, permaneciendo inalterado y sin la aparición de 
precipitados a los 6 días de su preparación. La diferencia en el aspecto y 
estabilidad del gel es consecuencia del aumento de la solubilidad de 
nistatina y la reducción de su tamaño de partícula, observado en los 
ensayos de DSC y XRPD, y que justifican la mejoría de la actividad de la 
formulación. En cuanto al sabor, el característico gusto amargo de la 
nistatina se ve muy reducido por efecto de la maltodextrina: todo el 
conjunto de voluntarios aseguró que los enjuagues con la dispersión 
sólida eran mucho menos desagradables. Este resultado nos permite 
considerar a esta formulación de maltodextrinas como la formulación 
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mejor candidata para futuros estudios de palatabilidad en el desarrollo de 
un enjuague bucal conteniendo nistatina. Estudios de palatabilidad en 
pastillas conteniendo nistatina mostraron unas buenas perspectivas para 
el tratamiento de mucositis oral (Silva, FC. et al, 2017). 
 
Fig. 51. Gel de carboximetilcelulosa 1,5 % con dispersión sólida de nistatina a concentración de 15 mg/ml. 
 
5.6.2.2 Nistatina eliminada y retenida en la zona de acción 
 La tabla 17 recoge el porcentaje de nistatina obtenida en cada uno 
de los 3 enjuagues de 5 ml de agua destilada de la cavidad bucal para las 
dos formulaciones estudiadas.  
Tabla 17. Porcentaje de nistatina adherida en la mucosa oral arrastrada con los lavados, porcentaje de nistatina total 
eliminada y porcentaje eliminado por deglución. 
Tiempo 
(min) 
Gel 1,5% CMC Suspensión acuosa  Gel 1,5% CMC Dispersión sólida  
Nistatina adherida (%) Nistatina eliminada (%) Nistatina adherida (%) Nistatina eliminada (%) 
0 56,29  ± 0,19 43,71 ± 0,81 69,43 ± 0,42 30,56 ± 0,58 
15 45,69 ± 0,13 54,31 ± 0,87 59,46 ± 0,62 40,54 ± 0,38 
30 26,99 ± 0,05 73,01 ± 0,95 36,38 ± 0,05 63,62 ± 0,95 
60 16,81 ± 0,12 83,19 ± 0,88 21,02 ± 0,31 78,98 ± 0,69 
120 3,97 ± 0,03 96,03 ± 0,97 8,19 ± 0,06 91,81 ± 0,94 
 
Como puede observarse, en ningún caso se alcanza el 100 % de nistatina 
adherida. Este hecho se debe a que una parte considerable de la 
formulación es desechada tras realizarse dos minutos de enjuague. A 
tiempo cero de ensayo, se obtuvieron valores diferentes para ambas 
formulaciones, siendo superiores aquellos obtenidos con la dispersión 
sólida. La diferencia existente entre estas formulaciones a tiempo cero se 
debe a la mayor integración de las moléculas de nistatina en la estructura 
matricial del gel en el caso de la dispersión sólida, debido al tamaño más 
reducido de las partículas de nistatina, que haría que se eliminase menos 
cantidad al desecharse el enjuague.  
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Los valores de nistatina adherida, obtenida tras los lavados, son mayores 
para la dispersión sólida en todos los tiempos de ensayo, como era de 
esperar debido al menor tamaño de partícula que presenta la nistatina en 
esta formulación, como se ha demostrado en los estudios de DSC y 
XRPD (capítulo 5.3.3 y 5.3.4). Este hecho facilita la inclusión del 
principio activo en la estructura matricial del gel de carboximetilcelulosa, 
integrándose más homogéneamente en el mismo, lo que permite su 
liberación más fácilmente al medio cuando el gel se va erosionando. La 
suspensión acuosa presenta aglomeraciones importantes de nistatina en 
suspensión que se liberarían con mayor rapidez o no podrían fijarse 
mediante el gel a las paredes de la cavidad oral, eliminándose en la 
fracción de enjuague desechada. A partir de los 15 minutos empiezan a 
tener efecto la deglución y otros procesos mecánicos de la boca, que 
erosionarían parcialmente los geles adheridos, haciendo que se pierda 
nistatina en el tracto digestivo. A tiempos de ensayo mayores (60 
minutos o por encima) se tienden a igualar los porcentajes de nistatina 
recogidos en los lavados, debido a que se han erosionado totalmente los 
geles y sólo se determina nistatina libre. 
 La tabla 18 recoge los porcentajes de nistatina adheridos en la 
cavidad oral tras los enjuagues y muestra los porcentajes de nistatina que 
se ha eliminado por deglución, en cada tiempo, con respecto a la cantidad 
de nistatina que se ha fijado inicialmente. También, recoge las 
concentraciones de nistatina en la cavidad oral para cada tiempo, 
determinación necesaria para conocer si se han alcanzado las 
concentraciones mínimas inhibitorias en el tratamiento. Hemos utilizado 
el volumen medio de la cavidad oral de un adulto, determinado por 
estudios previos (Ding, X. et al, 2018). Hemos calculado la concentración 
de nistatina en función de la unidad de superficie de la cavidad bucal de 
un adulto (cm
2
); trabajos anteriores han determinado dicha superficie de 
aplicación y se estima en 100 cm
2
. (Patel, VF. et al, 2011). 
 














por deglución (%) 
Concentración 
(µg/ml)* 
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0 56,29 ± 0,18  0 15,73 ± 0,49 69,43 ± 0,42 0 19,13 ± 0,86 
15 45,69 ± 0,13 18,82 ± 0,05 12,84 ± 0,36 59,46 ± 0,62  14,36 ± 0,19 16,42 ± 1,13 
30 26,99 ± 0,05 52,06 ± 0,14 7,73 ± 0,27 36,38 ± 0,04 47,59 ± 0,38 8,76 ± 0,31 
60 16,81 ± 0,12 70,15 ± 0,07 4,95 ± 0,3 21,02 ± 0,29 69,71 ± 0,12 5,94 ± 0,72 
120 3,96 ± 0,03 92,95 ± 0,15 1,48 ± 0,06 8,18 ± 0,06 88,21 ±  0,36 2,45 ± 0,11 
*Concentración determinada por cm2 de superficie de la cavidad bucal 
 
Las diferencias en la cesión de nistatina de ambas formulaciones 
comienzan a observarse a partir de los 15 minutos de ensayo, en donde 
los valores de nistatina adherida de la suspensión acuosa no llegan al 
46%, mientras que los obtenidos en la dispersión sólida se sitúan 
prácticamente en el 60%. Esta diferencia significativa (p<0,001) entre 
ambas formulaciones es especialmente importante ya que permite que la 
dispersión sólida actúe en las paredes de la cavidad oral, a una 
concentración de nistatina de 16,42 µg/ml, que supera a la concentración 
mínima inhibitoria para la Candida albicans (CMIs > 4 µg/ml)  necesaria 
para el tratamiento de infecciones de distintas especies de Candida y 
concentraciones superiores a 16 µg/ml, necesarias para el tratamiento 
preventivo de la formación de biopelículas en distintas especies de 
Candida (Paula, SB. et al, 2015; Queiroz, PA. et al, 2015). Además, estas 
concentraciones elevadas son especialmente importantes para el 
tratamiento de las posibles biopelículas de Candida que pueden tener los 
pacientes en la cavidad bucal, necesitándose concentraciones superiores a 
16 µg/ml como los obtenidos en nuestros enjuagues para estos 
tratamientos de biopelículas en la cavidad bucal. (Paula, SB. et al, 2015). 
La utilización de la nistatina mediante en estos enjuagues muestra una 
ventaja frente a los antifúngicos como el fluconazol utilizado como 
profilaxis en enfermos de SIDA o con terapias de inmunodepresión, que 
presentan habitualmente mucositis asociadas. (Paula, SB. et al, 2015; y 
Kuhn, DM. et al, 2002). 
Estas diferencias se acentúan a medida que aumentan los tiempos de 
ensayo, obteniéndose unos porcentajes de nistatina adherida para la 
suspensión acuosa y la dispersión sólida entorno al 27% y 36 % 
respectivamente a los 30 minutos y alrededor del 17 % y el 21% 
respectivamente a los 60 minutos, respectivamente. A tiempo final del 
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ensayo (120 minutos), siguen observándose porcentajes 
significativamente distintos, alcanzándose porcentajes de nistatina 
retenida de alrededor del 4% en la suspensión acuosa y superiores al 8% 
en la dispersión sólida. Estos porcentajes indican que trascurridas las 2h 
las cantidades de nistatina podrían no ser adecuadas para el tratamiento 
frente a Candida albicans (presentando concentraciones de 1.48 ± 0,06 y 
2.45 ± 0,11 µg/ml, para la suspensión de nistatina y la dispersión solida 
respectivamente) En todos los casos, la nistatina que no ha quedado 
adherida ha sido probablemente ingerida por los voluntarios que 
realizaron el ensayo, con lo que no puede ejercer su acción antifúngica. 
Por otra parte, si estudiamos las concentraciones de nistatina obtenidas a 
cada tiempo observamos que las concentraciones de nistatina que 
permanecen en la cavidad oral muestran diferencias significativas entre 
ambas formulaciones (p<0,001). Este resultado parece indicar que las 
formulaciones de maltodextrina presentan mayores concentraciones en la 
cavidad oral y puede tener un efecto sobre las posibles biopelículas que 
aparecen en las mucositis orales. Es importante destacar que el gel de 
suspensión acuosa (15,73 ± 0,49 µg/ml) no es capaz de alcanzar la 
concentración de 16 µg/ml ni siquiera a tiempo cero del ensayo: este dato 
implica que este gel no sería de utilidad para el tratamiento de 
biopelículas fúngicas formadas. Para el caso del gel de dispersión sólida, 
la concentración por encima de 16 µg/ml se mantiene por encima de los 
15 minutos tras el enjuague, haciendo que, junto al mantenimiento de la 
concentración por encima de la CMI de Candida albicans hasta casi 
prácticamente la hora de ensayo (5,94 ± 0,72 µg/ml). Este resultado 
indica que este tratamiento parece ser el más idóneo para infecciones 
fúngicas con posibilidad de formación de biopelículas. Este resultado es 
especialmente importante para prevenir o tratar la formación de 
biopelículas en la cavidad oral, debido a la mayor aparición de estas 
infecciones en los tratamientos con corticoides, agentes 
inmunodeprimidos o tratamientos con radioterapia (Kuhn, DM. et al, 
2002; Queiroz, PA. et al, 2015; y Hotta, J. et al, 2017).  
Los porcentajes eliminados por deglución también presentan diferencias 
importantes entre ambas formulaciones: la suspensión acuosa es 























eliminada en mayor proporción que la dispersión sólida en cualquiera de 
los tiempos ensayados. Los resultados confirman la hipótesis de que la 
nistatina está más integrada en el gel para la dispersión sólida lo que le 
permite fijarse de una forma más eficaz, eliminándose menos cantidad 
por los movimientos mecánicos y la deglución. Sin embargo, a tiempos 
superiores a 60 minutos la cantidad eliminada por deglución tiende a 
igualarse, ya que el gel ha sido totalmente erosionado y no quedan 
moléculas de nistatina en el interior del seno de la matriz de 
carboximetilcelulosa. 






























Fig. 52. Porcentaje de nistatina eliminada en 8 voluntarios sanos entre 0 y 120 minutos a partir de geles de carboximetilcelulosa al 
1,5% de una dispersión sólida de nistatina 15 mg/ml y de una suspensión acuosa de nistatina a 15 mg/ml. 
 
 
En esta gráfica puede apreciarse que la eliminación de la cantidad de 
nistatina presenta importantes diferencias entre las formulaciones: así, 
para la suspensión acuosa se elimina el 50% de disolución prácticamente 
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a los 10 minutos de ensayo, mientras que para la dispersión sólida 
permanecen casi hasta los 30 minutos. Esta cesión más prolongada de 
nistatina para la dispersión sólida permitiría un tratamiento más adecuado 
para los problemas de mucositis orales. De hecho, la representación 
gráfica de la dispersión sólida presenta una distribución similar a la 
obtenida por otros autores en la cesión in vivo de clorhexidina a partir de 
capas poliméricas obtenidas por el método de evaporación del disolvente 
(Juliano, C. et al, 2008). En ambos casos, se aprecia una cesión lineal, 
con una pendiente similar, a partir de los 40 minutos de ensayo, que 
puede atribuirse a la completa descomposición y erosión del gel de 
carboximetilcelulosa y la consiguiente dispersión y liberación de la 
nistatina sólida. 
De forma similar, la figura 53 representa los porcentajes de nistatina 
adherida a la mucosa oral en ambas formulaciones, con respecto a la 
nistatina que se obtuvo en el enjuague a tiempo cero. Otros trabajos 
realizaron estudios similares de velocidades de cesión de fluconazol a 
partir de dispersiones sólidas formuladas con diferentes polímeros 
(Yehia, SA. et al, 2008). De hecho, estos autores han correlacionado los 
efectos de la erosión, el tragado y la cesión propiamente dicha de las 
formulaciones en ensayos in vitro e in vivo. La velocidad de liberación de 
la formulación de maltodextrina podrían relacionarse con la menor 
cristalinidad de la nistatina observada en los estudios de difracción de 
rayos X y los estudios de DSC. Posiblemente, la mayor disolución de la 
forma amorfa de nistatina en la dispersión sólida, disminuye la formación 
de aglomerados y permite una mayor permanencia del medicamento en la 
cavidad oral. En la suspensión de nistatina se observa una tendencia 
lineal dividida en dos partes para la nistatina retenida en la cavidad oral, 
produciéndose un descenso inicial al principio debido a que, por su gran 
tamaño de partícula, no se ha integrado en la matriz del gel y se elimina 
una gran parte hasta los 30 minutos. En el caso de la dispersión sólida, el 
hecho de presentar menor tamaño de partícula evita que la nistatina se 
elimine de forma tan rápida y justifica la mayor presencia de nistatina 
adherida en las paredes de la cavidad oral. La tendencia de ambas 
formulaciones tiende a adoptar el mismo perfil a partir de los 40 minutos 
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de ensayo, en los que el gel se ha erosionado por completo y la presencia 
de moléculas de nistatina adheridas se reduce linealmente en ambos 
casos, aunque los valores de la dispersión sólida sean significativamente 
superiores (p<0,001) que los de la suspensión acuosa. La mayor adhesión 
de nistatina a tiempos inferiores de 30 minutos en el caso de la dispersión 
solida parece indicar que las formulaciones de maltodextrinas en 
enjuagues bucales pueden constituir un tratamiento prometedor en el 
tratamiento de las mucositis orales que presentan un gran auge en los 
últimos años. La dispersión sólida presenta mayor cantidad de nistatina 
adherida a la mucosa bucal en tiempos de ensayo largos, lo que podría 
ser de utilidad para la prevención de formación de biopelículas orales de 
Candida albicans, sin necesidad de tener que realizar administraciones 
continuas de la formulación activa. 
  
Fig. 53. Porcentaje de nistatina adherida a la mucosa bucal de 8 voluntarios sanos a partir de un gel de 1,5% de CMC de dispersión 




5.6.3 Correlación entre los resultados in vitro e in vivo 
 Los resultados obtenidos en los ensayos in vivo de los geles de 
carboximeticelulosa de la dispersión sólida de nistatina revelaron una mayor 
presencia de moléculas de nistatina adheridas a la superficie de la cavidad bucal 
para cada tiempo de ensayo, frente a los resultados de la suspensión acuosa. La 
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formar agregados de moléculas de nistatina de gran tamaño que no son capaces 
de integrarse íntimamente en la matriz del gel y son eliminados rápidamente por 
deglución, lo que explica la diferencia de valores in vivo de la suspensión acuosa 
(en la que hay más agregados y, por consiguiente, más cantidad eliminada). Sin 
embargo, en el ensayo in vitro no existe fenómeno de deglución que elimine los 
agregados de nistatina que no se integren en el gel: esta nistatina, al erosionarse 
el gel, no es capaz de incorporarse al medio acuoso del vaso del aparato de 
disolución y permanecería en la celda de cesión, donde cae por un efecto de la 
gravedad. Esto explica porque los datos in vitro presentan mayor cantidad de 
nistatina retenida en la celda de cesión para la suspensión acuosa que para la 
dispersión sólida (Tabla 16, capítulo 5.5.4.4).  
La tabla 19 recoge los tiempos de eliminación in vivo o los periodos de 
retención en celda de cesión del 20%, 40%, 60% de nistatina incorporada en los 
geles de suspensión acuosa y de dispersión sólida. 
 
Tabla 19. Tiempo a los que se alcanzan los porcentajes del 25%, 50% y 75% de cantidad de nistatina eliminada in 
vivo y de la cantidad retenida en celda de cesión in vitro. 
Nistatina 
(%) 
Gel 1,5% CMC Suspensión acuosa Gel 1,5% CMC Dispersión sólida 
In vitro (retenida en 
celda) 
In vivo (eliminada) In vitro (retenida en 
celda) 
In vivo (eliminada) 
40 109 ± 0,77 min  < 0 min 60 ± 2,53 min 15 ± 0,63 min 
60 53,5 ± 3,66 min 19 ± 0,92 min 38 ± 1,75 min 27 ± 1,07 min  
80 32 ± 3,55 min 47 ± 0,51 min 20 ± 2,38 min 64 ± 1,43 min 
 
Los resultados recogidos en la tabla 19 confirman los datos obtenidos en los 
ensayos tecnológicos, donde se comprobaba la reducción del tamaño de partícula 
de las moléculas de nistatina de la dispersión sólida. Así, vemos que los tiempos 
a los que se alcanzan el 40%, 60% y 80% retenidos en la celda de cesión para la 
dispersión sólida son menores para todos los tiempos estudiados, ya que en esta 
dispersión sólida la nistatina se retiene en menor proporción, mientras que, para 
el caso de la suspensión acuosa, se produce la conformación de grandes 
aglomerados, muy pesados, que se retienen en la celda. De hecho, a los tiempos 
de ensayo máximo que empleamos (120 minutos) aún estaba retenido por 
encima del 35 % de la cantidad de nistatina del gel de suspensión acuosa. Sin 
embargo, en el estudio de los datos in vivo, valoramos la cantidad de nistatina 
eliminada, que no se ha adherido a la superficie de la mucosa bucal o ha sido 
eliminada por deglución: en estos casos, los tiempos son menores para la 
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suspensión acuosa, como era de esperar porque el tamaño de partícula les impide 
fijarse correctamente a las encías y el paladar. De hecho, más del 40% de 
nistatina de la formulación administrada de la suspensión acuosa no es capaz de 
adherirse de una forma efectiva al administrarse el gel, con lo que es eliminada 
antes de comenzar los ensayos. En el caso de la dispersión sólida, el hecho de 
presentar una mayor integración en el gel y un tamaño de partícula más pequeño, 
permite que no se alcancen valores de eliminación del 40% hasta los 15 minutos 
de ensayo, permitiendo actuar de una forma más eficaz a esta formulación. Es 
importante destacar que, antes de los 50 minutos, se ha eliminado más del 80% 
de nistatina administrada en la suspensión acuosa, mientras que la eliminación 
del 80% de nistatina de la dispersión sólida no ocurre hasta los 64 minutos. Este 
hecho, nos permitiría utilizar el gel de dispersión sólida para tratamientos más 
prolongados. Aunque los datos sí adoptan la tendencia que se entreveía en el 
ensayo in vitro, es difícil establecer una correlación entre ambos. Ciertos autores 
han logrado demostrar previamente la correlación existente entre estudios in 
vitro e in vivo de nistatina nanotomizada utilizando técnicas de actividad 
microbiológica (Melkoumov, A. et al, 2013). Dicha correlación también ha sido 
puesta de manifiesto usando técnicas de determinación in vitro, como HPLC y 




5.7 Discusión parcial: 
 La elaboración de dispersiones sólidas de nistatina utilizando un 
transportador hidrofílico de naturaleza polisacarídica, como maltodextrinas, ha 
demostrado presentar buenas cualidades para ser considerado como alternativa 
para el tratamiento de mucositis orales por Candida albicans y la prevención de 
la formación de biopelículas de este hongo patógeno. Las maltodextrinas poseen 
características idóneas para ser excipientes en la formulación de estas 
dispersiones sólidas, por su fácil manejo, su inocuidad y excelente tolerabilidad, 
y sus buenas propiedades de solubilidad en agua. Los resultados obtenidos con la 
dispersión sólida en ensayos fármaco tecnológicos de microscopía electrónica, 
calorimetría diferencial y rayos X, han puesto de manifiesto la reducción de la 
cristalinidad y del tamaño de partícula del principio activo, lo que se traduce en 
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una considerable mejoría de su actividad antifúngica, como se ha demostrado en 
los ensayos microbiológicos de actividad antibiótica. Además, la capacidad 
inhibitoria de la formación de biopelículas fúngicas de la dispersión sólida de 
nistatina también ha sido testada con resultados concluyentes favorables. El 
empleo de estas dispersiones sólidas en un gel bioadhesivo de 
carboximetilcelulosa le dota de las características de permanencia en la mucosa 
de la cavidad bucal, imprescindibles para poder ejercer su acción durante el 
tiempo necesario para presentar efectividad contra las infecciones por Candida 
albicans de la superficie de la mucosa e inhibir la formación de biopelículas. En 
este capítulo, se ha ensayado la cesión in vitro de un gel de dispersión sólida 
frente a uno de suspensión acuosa, obteniéndose diferencias claras en cuanto a 
los perfiles de cesión de ambos, favorables hacia la dispersión sólida. En los 
ensayos in vivo en voluntarios sanos, la dispersión sólida fue mucho mejor 
tolerada por sus características organolépticos (principalmente, gusto y textura) 
frente a la suspensión acuosa, lo que disminuirá la cantidad de saborizantes, 
edulcorantes o etanol que podrían provocar daño y dolor en las lesiones de los 
pacientes con candidiasis orofaríngea. Además, en este estudio hemos 
comprobado que la formulación de dispersión sólida alcanza concentraciones en 
la cavidad bucal por encima de la mínima necesaria para el tratamiento de las 
biopelículas y mantiene concentraciones superiores a la concentración mínima 
inhibitoria durante un periodo de tiempo válido para tratamiento de infecciones 
de Candida albicans. No pudo establecerse una correlación clara entre los 
estudios de cesión in vitro y los datos in vivo de permanencia en la cavidad bucal 
debido a factores fisiológicos como la deglución o movimientos mecánicos de la 
boca. Por ello, deben realizarse futuras investigaciones dónde pueda establecerse 
dicha correlación, probablemente utilizando técnicas microbiológicas 
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VI. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE SISTEMA MICELAR Y DISPERSION 
SÓLIDA DE NISTATINA 
 Las dos formulaciones de nistatina que demostraron mejores resultados en el 
aumento de la actividad antifúngica y preventiva de formación de biopelículas fueron el 
sistema micelar con desoxicolato de sodio en proporción 1:0,8 (SM-N:DC [1:0,8]) y la 
dispersión sólida con maltodextrinas en proporción 1:6 (DS-N:MD [1:6]). Planteamos 
en este apartado, una comparación detallada de ambas formulaciones y los resultados 
obtenidos. 
6.1 Aspecto y estabilidad 
 El análisis de la aparición de precipitados de ambas formulaciones se 
realizó mediante la fotografía de las formulaciones en gel de 
carboximetilcelulosa al 1,5%. Se prepararon muestras de suspensión acuosa de 
nistatina (control), sistema micelar de nistatina y desoxicolato en proporción 
1:0,8 y dispersión sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6. El 
procedimiento de preparación de estas formulaciones se describe en el capítulo 
5.6.2.  
Tras la reconstitución de los sólidos en el gel, se observa en todos los casos la 
formación de una suspensión homogénea de color anaranjado en el caso de la 
suspensión acuosa (figura 54a) y de un color amarillo claro para el sistema 
micelar (figura 54b) y la dispersión sólida (figura 54c). Aunque en los tres casos 
quedaron restos sólidos en las paredes de los vasos, la dispersión sólida presentó 






Figura 54. Gel de carboximetilcelulosa al 1,5% formulado con suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y 
desoxicolato 1:0,8 y dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6. En los tres casos la concentración de nistatina fue de 
15mg/ml. 
Se comprobó el estado de las suspensiones tras la reconstitución a las 4 horas, 24 
horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas. A las 4 horas comienza a aparecer un 
precipitado de nistatina claramente identificable en la suspensión acuosa (figura 
55a), mientras que no se evidencia ni en el sistema micelar (figura 55b) ni en la 
dispersión sólida (figura 55c). 
a b c 
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Fig. 55. Gel de carboximetilcelulosa de suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y desoxicolato 1:0,8 (b) y 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (c) transcurridas 4 horas tras su formulación. 
 
A las 24 horas de la formulación de los geles, la suspensión acuosa (figura 56a) 
presenta un precipitado claramente diferenciado en el fondo del vaso de 
precipitados, correspondiente a nistatina no disuelta. Empieza a aparecer 
precipitado en el gel de sistema micelar, aunque es poco manifiesto (figura 55b). 










Fig. 55. Gel de carboximetilcelulosa de suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y desoxicolato 1:0,8 (b) y 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (c) transcurridas 24 horas tras su formulación. 
 
A las 48 horas, el precipitado de nistatina es totalmente evidente para el caso de 
la suspensión acuosa (figura 56a). Aunque aún quedan partículas retenidas en el 
seno del gel de carboximetilcelulosa, comienza a diferenciarse un aclaramiento 
del gel en la parte superior, consecuencia de la pérdida por gravedad de 
moléculas en esa zona. En el caso del sistema micelar (figura 56b), no se 
diferencia claramente precipitado, pero sí comienza a aparecer una zona de 
aclaramiento en la parte superior del vaso, lo que indica una distribución 
irregular de las partículas de nistatina. La dispersión sólida (figura 56c) presenta 
la distribución más homogénea de las tres formulaciones, presentando apenas 
zona clara y un precipitado imperceptible.  
a b 
c 
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Fig. 56. Gel de carboximetilcelulosa de suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y desoxicolato 1:0,8 (b) y 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (c) transcurridas 48 horas tras su formulación. 
 
A las 72 horas, el precipitado es totalmente manifiesto en el gel de suspensión 
acuosa de nistatina (figura 57a) con una evidente zona transparente donde no 
quedan moléculas en suspensión. El sistema micelar presenta una zona aclarada 
superior más marcada y aparece un precipitado considerable en la zona inferior 
del vaso (figura 57b). La dispersión sólida sigue presentando una conformación 
homogénea, aunque se evidencia la aparición de precipitado de nistatina en la 












Fig. 57. Gel de carboximetilcelulosa de suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y desoxicolato 1:0,8 (b) y 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (c) transcurridas 72 horas tras su formulación. 
 
El último tiempo de estabilidad comprobado fueron 96 horas.  La suspensión 
acuosa (figura 58a) presenta mayor diferencia entre el precipitado y la zona 
transparente superior, habiendo quedando todo el residuo sólido de nistatina en 
el fondo del vaso. El sistema micelar presenta una zona transparente muy 
evidente, pero de menor tamaño que la suspensión acuosa (figura 58b); además, 
hay una gran cantidad de precipitado en la parte inferior. Por último, la 
dispersión sólida (figura 58c) comienza a presentar zonas de pérdida de 
moléculas de nistatina de forma evidente en la parte superior y también presenta 
a b c 
a b c 
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Fig. 58. Gel de carboximetilcelulosa de suspensión acuosa de nistatina (a), sistema micelar de nistatina y desoxicolato 1:0,8 (b) y 
dispersión sólida de nistatina y maltodextrina 1:6 (c) transcurridas 96 horas tras su formulación. 
 
Según los resultados obtenidos en este estudio de estabilidad, podemos concluir 
que la formulación más estable es la dispersión sólida, ya que no comienza a 
presentar un precipitado de nistatina fácilmente evidenciable hasta pasadas 72 
horas de su reconstitución, manteniendo la estructura más homogénea de las tres 
formulaciones ensayadas a lo largo de todo el ensayo. Estos resultados 
concuerdan con los datos de caracterización farmacotécnica obtenidos (que se 
comentarán en el capítulo siguiente) y ponen de manifiesto que la matriz de 
maltodextrinas tiene gran utilidad a la hora de mejorar la estabilidad de nistatina 
en suspensión. 
 
6.2 Ensayos de caracterización fármaco-tecnológicos 
 Se realizaron los mismos ensayos de caracterización fármaco-técnica 
para ambas formulaciones: microscopía electrónica de barrido (SEM), 
calorimetría diferencial de barrido (DSC) y difracción de polvo de rayos X 
(XRPD).  
La formulación SM-N:DC [1:0,8] presentaba una estructura propia de 
suspensiones micelares en la que las moléculas de nistatina se disponen en el 
interior de dichas estructuras. De hecho, en las imágenes de SEM se aprecia con 
claridad la disminución del tamaño de partícula de las partículas de nistatina y 
desoxicolato y el cambio en la morfología, perdiéndose la forma inicial de 
partículas aciculares y angulosas. Las imágenes obtenidas guardan una perfecta 
relación con los resultados de los análisis de DSC y XRPD. Además, el cambio 
a b c 
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en el aspecto de la nistatina conduce a una reducción notable de la cristalinidad, 
como se percibe en el patrón obtenido por calorimetría, en la que desaparece el 
pico de nistatina cristalina, apareciendo uno propio de sistemas micelares que se 
traduce en un punto de fusión más elevado (ver capítulo 4.4.3). Al igual que los 
resultados de DSC, el análisis de XRPD concluyó que la inclusión de nistatina 
en sistemas micelares da lugar a sistemas con una reducción notable de la 
cristalinidad de las partículas. Por otro lado, el perfil calorimétrico de DS-N:MD 
(1:6) presenta también una importante reducción de la cristalinidad, 
correlacionándose con los datos de XRPD en los que se aprecia la aparición de 
una representación del perfil de la dispersión sólida con una estructura 
prácticamente amorfa a una intensidad muy baja. Ambos resultados están 
correlacionados con las imágenes obtenidas por SEM. De hecho, en las 
microfotografías obtenidas por esta técnica, se observa la formación de una 
matriz de maltodextrinas, que es capaz de englobar principio activa, reteniéndolo 
en el interior de las partículas de la matriz. En este caso, no sólo se reduce el 
tamaño de partícula de los cristales de nistatina presentes en la formulación, sino 
que, estos cristales, no son detectables en el campo de imagen del microscopio, 
ya que se encuentran en el interior de la matriz de maltodextrina (ver capítulo 
5.3.2). Dicha morfología se correlaciona claramente con los datos de baja 
cristalinidad y estructura prácticamente amorfa que se obtuvieron con las otras 
técnicas de caracterización. 
 
6.3 Ensayos microbiológicos 
6.3.1 Ensayo in vitro de actividad antifúngica 
 Las diferencias existentes entre la actividad anti Candida albicans de 
ambas formulaciones fueron analizadas al realizar un ensayo de actividad 
antifúngica de difusión en placa de agar con discos antibióticos con el mismo 
procedimiento que el realizado en los apartados 4.5.1 y 5.4.1.  
Se reconstituyeron las fracciones pulverulentas de las formulaciones en agua 
bidestilada para obtener en ambos casos suspensiones de nistatina en agua a una 
concentración de 15 mg/ml. De la misma forma, se preparó una suspensión 
acuosa de nistatina en agua a idéntica concentración. Se aplicaron las 
formulaciones sobre los discos de difusión y se cultivaron durante 72 horas, 
determinándose el tamaño del halo de inhibición por un calibre o pie de rey a las 
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24 horas y a tiempo final del ensayo. Se dispusieron discos en blanco, que no 
incorporaban ningún tipo de formulación; y se ensayaron, además, muestras 
control en las que se añadió, en la misma proporción que en las formulaciones 
activas, una solución de desoxicolato (Control DC) o de maltodextrinas (control 
MD). Los resultados obtenidos están recogidos en la tabla 20. Las muestras en 
blanco no presentaron ningún tipo de inhibición, asegurando la buena realización 
del ensayo. Las muestras control de desoxicolato y las de maltodextrinas 
tampoco presentaban halo de inhibición, lo que indica que ninguno de estos 
excipientes tiene actividad antifúngica. Tanto en la suspensión acuosa como en 
las dos formulaciones activas, se obtuvo un tamaño de halo que confirma la 
actividad antifúngica esperada de dichas formulaciones. En el caso de la 
suspensión de nistatina en agua, el halo fue de 21,02 ± 1,03 mm. El sistema 
micelar presentó un tamaño de halo mayor, de 23,54 ± 0,73 mm, indicando así 
que la actividad antifúngica está aumentada, como era predecible por los datos 
obtenidos en los ensayos fármacotécnicos en cuanto a reducción de la 
cristalinidad y del tamaño de partícula. El halo de inhibición obtenido para la 
dispersión sólida con maltodextrinas en proporción 1:6 fue el halo de mayor 
tamaño de las tres formulaciones ensayadas (28,62 ± 0,32mm). Este efecto se 
explica de igual manera por los resultados obtenidos en los análisis de SEM, 
DSC y XRPD, en los que se comprobó que la dispersión sólida presentaba una 
reducción de la cristalinidad de las moléculas de nistatina y un tamaño de 
partícula menor, lo que le permitiría liberarse y actuar con mayor eficacia frente 
a las colonias del hongo. 
Una gráfica comparativa de los halos de inhibición obtenidos se muestra en la 
figura 59. 
 
Tabla 20. Ensayo de difusión en disco para actividad antifúngica contra Candida albicans CECT 1394 
Muestra Halo de inhibición 24 h (mm) Halo de inhibición 72 h (mm) 
Blanco 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Control DC 0,0 ± 0,00 0,0 ± 0,00 
Control MD 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Suspensión acuosa 21,03 ± 1,03 19,82 ± 0,73 
SM-N:DC [1:0.8] 23,55 ± 0,78 21,51 ± 0,59 
DS-N:MD (1:6) 28,62 ± 0,32 27,81 ± 0,53 
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Fig. 59. Comparativa de tamaño de los halos de inhibición obtenidos en el ensayo de actividad antifúngica en placa. 
 
Los datos de actividad microbiológica de los sistemas micelares y las 
dispersiones sólidas indicaron que éstas últimas presentan mayor actividad frente 
a Candida albicans, ya que a las 24 y a las 72 horas, el tamaño de los halos de 
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VII. DISCUSIÓN FINAL 
 La búsqueda de la mejora del efecto antifúngico de la nistatina se ha abordado a 
partir de diferentes estrategias fármaco tecnológicas que sean susceptibles de mejorar 
las características del principio activo, aumentando la eficacia frente a Candida albicans 
y proporcionando un efecto preventivo de la formación de biopelículas de este 
microorganismo.  
 El empleo de tensoactivos para formar una suspensión micelar de mayor 
estabilidad ha sido previamente utilizado en formulaciones de nistatina (Croy, S. y 
Kwon, G., 2004). En un inicio, valoramos la formación de una suspensión micelar 
utilizando dos tipos distintos de tensoactivos: labrasol (no iónico) y desoxicolato de 
sodio (aniónico) (Kosswig, K., 2005). Mediante un estudio de preformulación, 
valorando el tamaño de partícula de las moléculas de nistatina y la actividad antifúngica 
de las formulaciones en ensayos microbiológicos, se concluyó que la suspensión 
micelar que presentaba una proporción 1:0,8 de nistatina y desoxicolato presentaba 
mejorías significativas frente a aquellas formulaciones que presentaban labrasol como 
tensoactivos e incluso, que formulaciones que tenían mezclas de ambos tensoactivos en 
la misma proporción. Esta formulación presentó el tamaño de partícula más pequeño de 
las formulaciones ensayadas, evidenciándose, esencialmente, una población mayoritaria 
(93,6%), de partículas inferiores a 0,2 µm; mientras que las formulaciones que 
contenían labrasol o mezclas de labrasol y desoxicolato, presentaron un elevado índice 
de polidispersabilidad, lo que indica la existencia de dos poblaciones de partículas de 
distinto tamaño que afectarían a la cesión de nistatina y que, como se ha demostrado, 
pueden producir toxicidad por acumulación a nivel celular o en ciertos órganos como 
los riñones (López-Sánchez, A. et al, 2018). A tenor de estos resultados nos decantamos 
en el estudio de la formulación con desoxicolato de sodio en proporción 1:0,8, que fue 
caracterizada mediante microscopía electrónica, calorimetría diferencial de barrido y 
difracción de rayos X; en todos estos ensayos, se observó un descenso considerable de 
la cristalinidad de la nistatina cuando se incluía en el seno del sistema micelar de 
desoxicolato. Estos descensos en los valores de cristalinidad se correlacionan con 
valores obtenidos por otros autores en estudios anteriores con otros compuestos de baja 
solubilidad acuosa (Palmeiro-Roldán, R. et al, 2014). Las imágenes realizadas por 
microscopía electrónica corroboraron una reducción notable del tamaño de partícula de 




El ensayo microbiológico de difusión de disco en agar demostró una mejoría 
significativa en la actividad antifúngica de nistatina frente a Candida albicans con 
respecto a los valores de una suspensión acuosa de nistatina a idéntica concentración, 
aumentando este halo de inhibición desde 20,34 ± 0,42 mm para la suspensión de 
nistatina a las 24h a valores de 22,83 ± 0,42 mm para la formulación micelar 1:0.8. Este 
aumento del efecto antifúngico se correlaciona con los ensayos previamente 
comentados, ya que, como han demostrado otros autores (Jaiswal, S. et al, 2015) la 
formación de estructuras micelares minimizan la agregación de las partículas de 
nistatina, aumentando su difusión al medio y potenciando su eficacia antifúngica. De 
hecho, el efecto preventivo de la formación de biopelículas también se vio incrementado 
de manera significativa por la misma razón: se consiguió una reducción de la adherencia 
de Candida albicans sobre un dispositivo de uso clínico en más de un 40%, como 
consecuencia del aumento de las propiedades hidrofílicas del sistema micelar de 
nistatina, que potencian la penetración y la adsorción en la superficie del material 
clínico (Li, J. et al, 2010). Este resultado es especialmente importante en pacientes de 
larga estancia hospitalaria ya que estas preparaciones micelares 1:0.8 duplican la 
capacidad de reducción de la adherencia cuando se compara con las formulaciones de 
suspensión de nistatina a la misma concentración utilizada como formulación de 
referencia.  
 La otra estrategia que se planteó como hipótesis para lograr el objetivo del 
trabajo fue la elaboración de una dispersión sólida de nistatina, ya que dichas 
formulaciones se usan ampliamente en la actualidad para el desarrollo farmacotécnico 
de fármacos poco hidrosolubles (Brough, C. y Williams, RO., 2013). Las dispersiones 
sólidas requieren un agente de carga que debe ser inerte, inocuo, soluble en agua y fácil 
de utilizar. Previamente, distintos autores han utilizado lactosa como excipiente de 
dispersión sólida por su sabor agradable (Arch Sakeer, K. et al, 2010).  En nuestra 
formulación, se utilizó maltodextrinas como excipiente, por tener un perfil idóneo para 
la elaboración de la dispersión sólida de nistatina y porque no presenta posibles 
intolerancias alimentarias, como sí es el caso de la lactosa. La utilización de 
maltodextrinas como excipiente en dispersiones sólidas ya ha sido previamente 
utilizado (Dollo, G. et al, 2003). Para la inclusión de la nistatina en el excipiente se 
utilizó el método de evaporación del solvente (Saharan, VA. et al, 2009) optimizando 
sus fases y adecuándolas a nuestra formulación. Se realizaron los mismos ensayos de 




de desoxicolato: microscopía electrónica, calorimetría diferencial de barrido y 
difracción de rayos X. Los datos calorimétricos demostraron la existencia de una 
interacción entre nistatina y maltodextrina, presente en las mezclas físicas de ambos, 
debida a la parte de nistatina cristalina incluida en el interior del excipiente. Esta 
interacción se tradujo en un segundo pico calorimétrico sobre 177,87º C, que ha sido 
comprobado previamente en ensayos de nistatina (Arch Sakeer, K. et al, 2010). Este 
descenso en la cristalinidad de la nistatina se confirma en los estudios de difracción de 
rayos X, observando un descenso de los picos de difracción de la nistatina cuando las 
proporciones son 1:4 o superiores. 
En las dispersiones sólidas es posible apreciar un importante descenso en la 
cristalinidad del excipiente maltodextrina que se puede atribuir a una reducción global 
de la cristalinidad producida durante la formación de la dispersión sólida. Especial 
importancia adquiere el descenso observado en la temperatura de fusión del segundo 
pico endotérmico atribuido a la nistatina, observando descensos de 177,87º a 175,85ºC 
para la mezcla física y la dispersión sólida 1:6 respectivamente. El descenso en la 
entalpia de fusión de este segundo pico al aumentar la proporción de maltodextrina 
indica el carácter mayoritariamente amorfo que adquiere la nistatina en la dispersión 
sólida. Este resultado se confirma en los estudios de difracción de rayos X donde 
prácticamente no es posible observar los picos más representativos de la nistatina en las 
DS-N:MD [1:6] y 1:8 DS-N:MD [1:8]. Esta reducción de cristalinidad ha sido 
previamente demostrada por autores en el estudio de dispersiones sólidas de sustancias 
poco solubles en agua mediante el uso del método de evaporación del solvente 
(Leonardi, D. et al, 2007). De hecho, en las imágenes obtenidas mediante microscopía 
electrónica de barrido, se observa la formación de una matriz de maltodextrinas que es 
capaz de englobar los cristales de nistatina en su interior, explicando así la reducción de 
la cristalinidad y la adquisición de una estructura prácticamente amorfa.  
Los resultados de los ensayos microbiológicos obtenidos con la dispersión sólida DS-
N:MD [1:6], fueron significativamente superiores en los ensayos de difusión de disco en 
agar, obteniéndose tamaños de halo mucho mayores que los obtenidos por una 
suspensión acuosa de idéntica concentración. Especialmente satisfactorios fueron los 
resultados obtenidos en la evaluación de la actividad preventiva de la formación de 
biopelículas, alcanzándose valores de inhibición de la adhesión de Candida albicans 
sobre un dispositivo clínico por encima del 83%. 




concentración de 15 mg/ml de nistatina para realizar ensayos de evaluación de cesión in 
vitro e in vivo, comparándolo con un gel de iguales características de suspensión acuosa 
de nistatina a la misma concentración como formulación de referencia. Se adaptó el 
ensayo de cesión in vitro, para tratar de simular un enjuague de la cavidad bucal. Este 
estudio confirmó que la dispersión solida presentaba un perfil de cesión más favorable, 
presentando velocidades de cesión más rápidas que las obtenidas en la suspensión 
acuosa; este hecho se explica por el menor tamaño que presentan las partículas de 
nistatina de la dispersión sólida, capaces de liberarse al medio al irse erosionando el gel 
de carboximetilcelulosa a lo largo del tiempo; los grandes agregados de nistatina 
presentes en la suspensión acuosa, sin embargo, no son capaces de ser arrastrados al 
medio y quedan retenidos en la celda de cesión utilizada en el ensayo. Estos resultados 
in vitro se compararon frente a una formulación control tipo suspensión y otros estudios 
in vitro de nistatina realizados por otros autores (Park, JB. et al, 2015). 
 Se realizó una comparación entre las dos formulaciones que respondieron de 
forma más positiva al objetivo de nuestra hipótesis: sistema micelar de nistatina y 
desoxicolato en proporción 1:0,8 y dispersión sólida de nistatina y maltodextrinas en 
proporción 1:6. La evaluación de la estabilidad de las formulaciones mediante estudios 
del tiempo de sedimentación en una formulación recién reconstituida. Este estudio se 
realiza de manera visual, valorando el aspecto que presentaban nistatina materia prima, 
el sistema micelar y la dispersión sólida en suspensión acuosa. Como era de esperar, la 
suspensión acuosa precipitaba rápidamente, formando grandes agregados que se 
acumulaban en el fondo del vaso; el sistema micelar presentaba mayor estabilidad, 
apareciendo los primeros agregados precipitados a partir de las 24 horas; la dispersión 
sólida presentó la mayor estabilidad de todas, no apareciendo precipitado evidenciable 
hasta pasados 3 días. Estos valores tan elevados de estabilidad indican una reducción 
importante del tamaño de partícula de la dispersión sólida, que puede atribuirse al 
menor tamaño de partícula y mayor dispersabilidad frente a las formulaciones 
elaboradas a partir de los sistemas micelares. La valoración de los ensayos de difracción 
de rayos X concluyo que ambas formulaciones produjeron una reducción de la 
cristalinidad de las partículas de nistatina, adquiriéndose un perfil mayoritariamente 
amorfo tanto en el sistema micelar como en la dispersión sólida, si bien cuando 
comparamos ambos procesos, la dispersión sólida presentaba una mayor proporción de 
nistatina en forma amorfa. Este descenso en la cristalinidad se confirma en los estudios 




diferente en los sistemas micelares frente a la dispersión sólida con maltodextrinas, 
aunque ambos procesos permitieron reducir el punto de fusión de la nistatina, como 
consecuencia de la reducción de la cristalinidad. En cuanto al ensayo de actividad 
antifúngica, los tamaños de halo fueron significativamente superiores para el caso de la 
dispersión solida con respecto al sistema micelar y a la suspensión acuosa empleada 
como control. La mejoría de la actividad antifúngica justificó la elección de la 
dispersión sólida para realizar los ensayos de cesión in vitro e in vivo, a lo que se añade 
la posible toxicidad por vía oral del desoxicolato de sodio del sistema micelar (Latta, 
RK. et al, 1993), que puede dañar la mucosa oral de los voluntarios, motivo por el que 
desecháramos los enjuagues in vivo con esta formulación.  
 
Se realizó un ensayo in vivo, en 8 voluntarios sanos, para comprobar la permanencia de 
nistatina a lo largo del tiempo en la cavidad bucal. Se evaluaron, de igual forma que en 
el ensayo in vitro dos formulaciones con el gel de carboximetilcelulosa de dispersión 
sólida de nistatina: maltodextrina en proporción 1:6 y una suspensión acuosa, ambas a 
concentración de 15 mg/ml. Todos los voluntarios coincidieron en que la toma del gel 
de suspensión acuosa fue considerablemente más desagradable que la dispersión sólida. 
Se comprobó el perfil de retención de nistatina en la cavidad bucal, que se encuentra 
adherida a las paredes de la mucosa, fue más favorable para la dispersión sólida que 
para la suspensión acuosa. Esta diferencia se debe, nuevamente al tamaño de partícula 
de nistatina en ambas formulaciones: la dispersión sólida, al presentar un tamaño de 
partícula más pequeño de maltodextrina incluyendo en su interior la nistatina, es capaz 
de integrarse más íntimamente en la matriz de carboximetilcelulosa, retrasándose su 
eliminación por los movimientos mecánicos de la boca. Por otra parte, la suspensión 
acuosa, al presentar aglomerados de nistatina de mayor tamaño de partícula se elimina 
con mayor rapidez, reduciéndose la cantidad que hay en la boca. Este mayor tamaño 
impide que se adhiera con la misma eficacia que la dispersión sólida, eliminándose una 
gran parte de la nistatina al desechar la formulación en el enjuague, tras 2 minutos de 
contacto. El estudio de las concentraciones presentes en la cavidad bucal por cm
2
 de 
superficie mucosa permite concluir que la dispersión sólida si es capaz de tratar 
biopelículas, alcanzándose valores por encima de 16 µg/ml, necesarios para la 
eliminación de estas biopelículas (Paula, SB. et al, 2015). La suspensión acuosa, sin 
embargo, no es capaz de alcanzar dichas concentraciones, presentando únicamente 




µg/ml. Los valores de concentración obtenidos fueron, en todos los casos, más elevados 
en la dispersión sólida que en la suspensión acuosa. Aunque los resultados son 
considerablemente mejores para la dispersión sólida que para la suspensión acuosa tanto 
en el ensayo in vitro como en el in vivo, no fue posible realizar una correlación 
adecuada entre ambos. 
 Con los datos obtenidos en este trabajo, podemos determinar que la dispersión 
sólida de nistatina y maltodextrina en proporción 1:6 presenta el perfil más adecuado 
para ser utilizado para el tratamiento de mucositis orales de Candida albicans y la 
prevención de formación de biopelículas en dispositivos de uso clínico. Sus excelentes 
características fármaco-tecnológicas, demostradas con ensayos de caracterización, con 
una importante reducción de la cristalinidad del principio activo y la adquisición de una 
estructura mayoritariamente amorfa, unido a su escasa toxicidad, su fácil manejo y sus 
propiedades de hidrosolubilidad permiten su inclusión de una forma altamente eficaz en 
geles de polímeros de celulosa, favoreciendo su permanencia en la cavidad oral, 
pudiendo ejercer su efecto antifúngico de forma más favorable. Además, la buena 
tolerabilidad por parte de los voluntarios en el ensayo in vivo, lo hacen adecuado para 
garantizar el cumplimiento del tratamiento. En nuestro caso, no fue posible realizar una 
correlación efectiva entre los datos in vitro y los obtenidos in vivo; sin embargo, 
creemos que es en un futuro sería posible intentar obtener correlaciones mediante 
técnicas microbiológicas, como han demostrado otros autores (Melkoumov, A. et al, 
2013). Por ello, pensamos que es importante realizar futuros ensayos e investigaciones 
para comprobar la existencia de dicha correlación y dotar a esta dispersión sólida de una 
robustez adecuada para considerarla como alternativa al tratamiento de las mucositis 
orales, tan frecuentes actualmente en nuestros medios hospitalarios. Una estrategia 
prometedora para futuros estudios puede ser la combinación de formulaciones de 
nistatina con mejoras en estabilidad, como las que hemos presentado, junto con cepas 
probióticas y complementos prebióticos capaces de repoblar la microbiota de la cavidad 




















1- Nistatina es un principio activo antifúngico infrautilizado debido a los 
problemas farmacotécnicos que presenta, especialmente su baja solubilidad 
acuosa y su tendencia a la agregación en suspensión, lo que hace que haya muy 
pocas formulaciones comercializadas con este principio activo para el 
tratamiento de mucositis orales. 
2- De los tensoactivos estudiados, el desoxicolato sódico permite obtener 
sistemas micelares de desoxicolato:nistatina (1:0,8) muy homogéneos con un 
tamaño medio de partícula pequeño, presentando más del 90% de las partículas 
tamaños inferiores a 200 nm, con muy baja tendencia a la aglomeración, y 
menos del 0,3% de partículas con tamaños superiores a 2 µm. 
3- En cuanto a la actividad antifúngica, los sistemas micelares de 
desoxicolato:nistatina [1:0,8] destacan especialmente por su efecto sobre la 
actividad preventiva de la formación de biopelículas consiguiendo reducciones 
de la adhesión de Candida albicans (CECT 1394) en más de un 40% en los 
dispositivos clínicos, valores que duplican los obtenidos con la formulación de 
referencia de nistatina. 
4- La formulación de una dispersión sólida de nistatina mediante el método de 
evaporación del solvente, utilizando maltodextrinas como excipiente inerte en 
proporción 1:6, permite obtener formulaciones de nistatina prácticamente amorfa 
y con un tamaño de partícula más reducido que permite aumentar los tiempos de 
sedimentación de esta formulación una vez reconstituida. 
5- La forma farmacéutica de gel de carboximetilcelulosa al 1,5% conteniendo 
esta dispersión sólida de maltodextrina:nistatina [1:6], mejora la palatabilidad de 
la formulación y potencia sus propiedades de adhesividad. Los estudios de 
cesión in vitro han demostrado una liberación de la nistatina en estos sistemas 
presenta una cesión rápida y evita la formación de agregados de nistatina 
observados en la formulación de referencia. 
6- Los estudios microbiológicos demuestran que estas propiedades 
farmacotécnicas dotan a las dispersiones sólidas de maltodextrina:nistatina [1:6] 




presentar una actividad preventiva en la formación de biopelículas que alcanza 
valores superiores al 83% de inhibición de la adhesión de Candida albicans 
(CECT 1394) sobre los dispositivos clínicos. 
7- El gel de dispersión sólida 1:6 presenta un perfil de cesión más adecuado en la 
cavidad bucal, siendo la única formulación capaz de alcanzar concentraciones in 
situ superiores a 16 µg/ml, necesarios para inhibir la formación de biopelículas a 
la vez que presenta concentraciones fungicidas durante tiempos cercanos a 60 
minutos tras su administración. 
8- Se necesita un desarrollo más prolongado y nuevas investigaciones y ensayos 
para poder establecer una correlación entre los datos in vitro e in vivo de la 
cesión del gel de dispersión sólida de nistatina, que, probablemente, necesita 
incluir datos microbiológicos. 
9- Futuros estudios deberían valorar la combinación de mejoras en la estabilidad 
farmacotécnica de formulaciones de nistatina junto con la administración 
probióticos y prebióticos con el fin de buscar un efecto sinérgico ante la 
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